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introduccio

1.1. Citocines i gestacio

1.1.1. Les citocines

“Citocina” €és un terme que agrupa un conjunt de proteines produides per diferents
tipus cel-lulars, principalment per les cel-lules del sistema immunologic, que tenen una
funcié fonamental en la coordinaci6 de la resposta immunologica i inflamatoria i també
son importants en la senyalitzaci6 per a la diferenciacio i proliferacio cel-lular. Les
citocines exerceixen les seves funcions mitjancant la unid a receptors especifics que es
troben en la membrana de les cel-lules. La unié d’una citocina al seu receptor inicia una
série de processos moleculars que transdueixen el senyal a la seva diana intracel-lular i que
al capdavall donara lloc a la resposta biologica. La resposta selectiva a les citocines d’un
determinat tipus cel-lular depén, almenys en part, del repertori de receptors de citocines
que expressen les cél-lules, el qual és especific de cada tipus de cel-lula, 1 de ’etapa del
desenvolupament en qué aquestes es troben. A més a més, 1’expressié d’un receptor pot ser

modificada per nombrosos factors de transcripcio i per les mateixes citocines.

Les citocines es subdivideixen en diferents grups, que inclouen les hematopoetines,
els interferons, les molécules de la familia del TNF, la superfamilia de les
immunoglobulines i les quemoquines. Tanmateix, aquest heterogeni grup de proteines t¢é
diferents caracteristiques en comu: 1) les citocines son proteines de baix pes molecular (<
80 KD) que sovint estan glicosilades. 2) Participen en la regulacié de I’amplitud i duraci6
de la resposta immunologica i inflamatoria. 3) Normalment sén produides de forma
transitoria i local. 4) Les citocines son extremament potents, i actuen generalment a
concentracions picomolars. 5) Les citocines interactuen amb receptors d’alta afinitat a la
membrana cel-lular especifics per a cada citocina o grup de citocines. 6) Les citocines son
molécules pleiotropiques ja que d’una banda cada citocina pot activar diferents respostes
quan interacciona amb diferents tipus cel-lulars i de 1’altra una unica citocina pot activar
diferents funcions en una mateixa cel-lula. 7) Citocines diferents poden tenir funcions
solapades 1 donar lloc a efectes similars en les mateixes cel-lules o en tipus cel-lulars
diferents. 8) Les citocines interaccionen en una xarxa on s’indueixen entre si, transmodulen
I’expressio dels receptors de les citocines i interaccionen de forma sinérgica, additiva o

antagonica en la funci6 cel-lular.



introduccio

Cbocines
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Figura 1.1. Reconeixement antigénic de les cél-lules T.

Els limfocits tenen receptors especifics a la seva superficie que els permet reconé¢ixer antigens. El
receptor especific dels limfocits T (TCR: T cell receptor) reconeix I’antigen en la forma de peptids
antigeénics units a les molécules del MHC expressades en la superficie de les cél-lules presentadores
d’antigen o APC. Els limfocits T CD4 reconeixen ’antigen en el context de les molécules de ’'MHC
de classe II mentre que els limfocits T CDS8 reconeixen 1’antigen presentat per les molécules de
I’MHC de classe 1. Les molécules de 'MHC de classe II només s’expressen en les cél-lules APC i
en els limfocits B. Les cél-lules T reconeixen el complex péptid-MHC mitjangant el TCR, tot i que
aquest reconeixement no és suficient per activar les cél-lules T ja que es necessiten altres
interaccions no antigenoespecifiques. Aquests senyals addicionals necessaris per a ’activacié dels
limfocits provenen de diverses molécules coestimuladores i mitjancers solubles com son ara les
citocines. La via més important en la coestimulacid és la mitjancada per les interaccions CD28
(limfocits) i B7 (APC) que dona lloc a I’activacio del limfocit. Les cel-lules T un cop activades
pateixen una expansio clonal i diferenciacid cap a cel'lula T efectora amb gran capacitat per produir
citocines. Les citocines IL-1, IL-6 i TNF també proporcionen senyals coestimuladors.

1.1.2. La resposta Th1/Th2

Els limfocits T amb receptor especific d’antigen TCR-af3 es divideixen en dos
subpoblacions cel-lulars segons si expressen coreceptors CD4 o CD8. Les c¢l-lules T CD8
son les responsables de la citotoxicitat cel-lular i eliminen directament les cel-lules
portadores d’antigens derivats de patogens intracel-lulars, principalment de virus. Les
cel-lules T CD4 activades, responsables de la immunitat enfront de bacteris i parasits, es
divideixen en dues poblacions funcionals segons el patré de citocines que secreten. Els

limfocits T CD4 Thl produeixen IL-2, IFN-y, TNF-a o0 -3 1 IL-12 1 son les responsables de
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la resposta immunologica cel-lular. Les cel-lules T CD4 Th2 produeixen IL-4, IL-5, IL-6 1
IL-13. L’IL-10 va ser inicialment descrita com un producte de les cél-lules Th2, aixo no
obstant, s’ha demostrat que també és secretada per les cel-lules Thl. Aquest patrd de
citocines afavoreix la produccié d’immunoglobulines per les cel-lules B, principalment
dels isotips IgE 1 IgG4, 1’activacié de basofils 1 mastocits 1 I’increment en la produccio

d’eosinofils.

La diferenciaci6 de les cel-lules T a Thl esta influida per diferents factors, sent el
més important la secrecidé d’IL-12 (produida per les cel-lules dendritiques i els mondcits).
La diferenciacié cap a cél-lules efectores Th2 esta determinada per 1’exposicié de les
cel-lules T CD4 a I’'IL-4. La font d’IL-4 per induir la diferenciacié encara no s’ha definit,
perd s’ha suggerit que podrien ser les mateixes cél-lules T activades, les cel-lules T NK, els

mastocits o els basofils.

Les cél-lules T CD8, igual que les cel-lules CD4, secreten patrons de citocines de
tipus 1 1 de tipus 2, per la qual cosa s’han definit com a cel-lules T Tcl 1 Tc2. Les cel-lules
T Tcl serien les efectores citotoxiques de la resposta immunologica. La funcié de les
cel-lules T Tc2 no s’ha determinat, s’ha suggerit, perd, que podrien estar involucrades,
igual que les Th2, en la resposta humoral com a ajuda a les cél-lules B o com una poblacio6

de cel-lules T reguladores que limiten la resposta inflamatoria.

Taula 1.1. Caracteristiques de les cél-lules Thl i Th2.

= Les cél'lules Thl indueixen diferents reaccions citotoxiques i inflamatories mitjancades per 1’'IL-2,
I’TFN-y, el TNF i I’'IL-12 i son responsables de les reaccions inflamatories produides per cel-lules, de

la reaccié d’hipersensibilitat retardada i del dany tissular en les malalties autoimmunes.

= Les céllules Th2 produeixen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 i IL-13 i estimulen les cél-lules B perqué

produeixin anticossos.

= Les citocines Thl i Th2 s’inhibeixen mituament, €s a dir, una resposta de tipus Th2 tendeix a inhibir

les respostes de tipus Thl i a I’inrevés.

* En les cél'lules CD8" (Tc) també existeix una dicotomia basada en la produccio de citocines; les

cél-lules Tcl secreten un patrd de citocines tipus 1 mentre que les Tc2 secreten un patro tipus 2.

= El patré de produccié de citocines sembla que es deu a diferents tipus cel-lulars; algunes citocines

sintetitzades a la interfase maternofetal deriven de cél-lules no T.
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1.1.3. Modulacié immunologica en la gestacio

Nombroses evidéncies cliniques indiquen que durant I’embaras es produeixen
canvis immunologics caracteritzats per una resposta predominantment humoral i amb
manca de resposta immunologica cel-lular. Aixi, s’ha observat que aproximadament el
70% de dones amb artritis reumatoide (una malaltia autoimmune mitjangada per cél-lules)
experimenten una remissio temporal dels simptomes durant 1’embaras (Da Silva JA i col'l.,
1992). En canvi, el Lupus eritematds sistémic, en el qual la principal patologia es deu a una
excessiva produccié d’autoanticossos, tendeix a empitjorar durant I’embaras (VRNAer MW,
1991). Existeixen, també, nombroses malalties infeccioses causades per patogens
intracel-lulars que empitjoren en 1’embaras; dins d’aquesta categoria de malalties estarien
incloses la lepra, la malaria, la coccidioidomicosi, la toxoplasmosi i la tuberculosi, entre
altres (Weber DJ i coll., 1984; Watkinson M i col-l, 1983). Tot aix0 va portar Wegmann 1
col-laboradors (1993) a postular, i més tard a demostrar, que en I’embaras normal es

produeix un canvi cap a una reactivitat de tipus Th2 i una manca de reactivitat Th1.

S’ha descrit que certes citocines poden ser beneficioses per al correcte
desenvolupament del fetus; aixo va fer pensar que una deficiéncia d’aquestes citocines
podria donar lloc a una placentaci6 deficient, a un creixement fetal anormal o fins i tot a la
mort del fetus (Wegmann TG i coll., 1993). D’altra banda, algunes citocines proinflamatories
(Th1) poden tenir efectes adversos sobre el fetus ja sigui per una activitat embriotoxica
directa o bé per dany al trofoblast (Raghupathy R, 1997; Hill JA, 1991): I’IFN-y n’inhibeix el
creixement in vitro, mentre que el TNF-a inhibeix el desenvolupament fetal aixi com la
proliferacié de linies cel-lulars humanes derivades de trofoblast in vitro (Haimovici F i col'l.,
1991), a més a més de mitjancar la mort cel-lular per apoptosi en cel-lules trofoblastiques
(Yui J i col'l,, 1994). La dada més significativa ¢€s, pero, que les citocines proinflamatories IL-
2, TNF-a i1 IFN-y sén capaces d’induir la finalitzaci6 de 1’embaras quan han estat

administrades a ratolins (Chaouat G i col-l., 1990).

Aquestes citocines Thl poden danyar la placenta directament o indirectament via
activacio de cel-lules citotoxiques (Hill JA i col'l.,, 1991). El TNF-a pot causar I’expulsi6 fetal
per induccid de les contraccions uterines o pot produir necrosi de I’embridé implantat;
alternativament, el TNF pot actuar trombosant la sang subministrada al fetus. Les citocines

Th1 poden a més a més, activar les cel-lules NK. L’activitat d’aquestes cel-lules ha estat
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inqiiestionablement lligada a I’avortament espontani en ratolins mentre que en humans s’ha
demostrat 1’existéncia de nivells augmentats de céllules NK periferiques en dones
embarassades amb historia d’avortaments espontanis recurrents, en comparacié amb
controls de dones amb embarassos normals (Kwak JY i col-l, 1995). Els resultats dels estudis
en models animals d’avortaments espontanis suggereixen la possibilitat que les cel-lules T
maternes, en determinades situacions, poden respondre a I’estimulacié dels antigens

fetoplacentaris de forma aberrant, produint citocines Thl.

Les citocines Thl, tot i que tenen un paper essencialment nociu durant la major part
del periode de gestacid, poden tenir una funci6 fonamental segons el moment, el lloc i la
concentracio relativa en que s’expressin. Per exemple, el TNF-a t€ una funcié essencial en
el periode de preimplantacio, mitjancant la comunicacié entre cel-lules embriologiques 1
c¢l-lules uterines maternes i en 1’establiment de la gestacid (Haimovici F i col'l., 1993; Chard T,
1995). El TNF-o. matern intervé en la regulacid del creixement del trofoblast i en la
diferenciacié durant les primeres etapes del desenvolupament (Tartakovsky B i col'l., 1991).
Estudis en ratolins knockout han demostrat que el TNF-o també és necessari per a un
creixement i una funci6 normal de la placenta (Hunt JS, 1996). Finalment, el TNF-a també t¢é
un paper fonamental en el desencadenament del part normal ja que estimula les

contraccions del miometri i participa en el trencament de les membranes fetals.

L’efectivitat, per tant, de la resposta NK/IFN-y/TNF-a per induir la finalitzacio de
la gestacio, suscita la possibilitat que una inversio rapida del biaix de citocines Th2 podria
tenir un paper important en el desencadenament del part a terme. El paper del TNF en el

desencadenament del part es discutirda més detalladament en apartats posteriors.

Aquest model pot tenir dues conseqiiéncies principals: 1) L’embaras pot
comprometre 1’éxit immunologic enfront a patogens intracel-lulars que requereixen d’una
resposta Thl per a la resolucio de la infeccid 1 2) Una resposta aguda Thl contra una

infeccio pot conduir a la perdua fetal.

So6n moltes les qliestions que queden per contestar en aquesta area de la biologia i la
fisiologia. Potser una de les més interessants és desenvolupar metodes de diagnostic i
prevencid d’alteracions com ara I’avortament recurrent, la prematuritat, etc. Mancaria
determinar si aquests es basaran en la deteccid de concentracions elevades de determinades

citocines en la circulaci6 o en el tracte reproductiu. Abans, perod, caldra reunir informacio
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addicional més basica: quina o quines de les citocines son les més rellevants?, quins nivells
son “nocius”?, qué ocasiona la produccié anomala de citocines perjudicials en el tracte
reproductiu? A més del diagnostic, potser algun dia sera possible tractar aquests desordres

fins 1 tot amb terapies basades en citocines.
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1.2. El1 TNF-a i els seus receptors

El factor de necrosi tumoral o (TNF-a.) va ser originariament descrit com un factor
derivat de macrofags que podia induir necrosi hemorragica en alguns tumors solids
(Carswell EA i col-l, 1975). Posteriorment, aquesta activitat va ser clonada i expressada com
una proteina recombinant que exhibia activitat antitumoral in vivo (Pennica D i col-l., 1984).
Independentment, el TNF-a va ser també¢ identificat com a caquectina, un factor secretat
per macrofags responsable de la caquéxia observada durant infeccions parasitaries
croniques (Beutler B and Cerami A, 1987). Des d’aleshores, el TNF-a s’ha relacionat amb un
ampli rang de malalties inflamatories, infeccioses i1 tumorals. A escala cel-lular, s'ha
observat que el TNF-a modula un ampli espectre de respostes que inclouen 1’activacié de
diferents gens que participen en la resposta inflamatoria, en la immunoregulacio, la
proliferaci6 cel-lular, en la resposta antivirica, en la inhibici6 del creixement i en la mort

cel-lular (Beutler B, 1995; Fiers W, 1991).

De forma general, el TNF-a actualment és vist principalment com un mediador
endogen de la inflamacio i les cel-lules de I’endoteli vascular son la diana principal de les

accions proinflamatories d’aquesta citocina.

1.2.1. Estructura proteica del TNF-a

El TNF-a és un dels deu membres, fins al moment descrits, d’una familia de
proteines que activen una familia paral-lela de receptors estructuralment relacionats (taula
1.2).

Tots els membres de la familia del TNF sén actius com a complexos trimerics.
Exceptuant-ne la limfotoxina-B (que consisteix en una subunitat limfotoxina-a 1 dues
subunitats limfotoxina-f), la resta de components estan constituits per tres subunitats
identiques. Tots els membres de la familia del TNF amb excepcié de la limfotoxina-o
(TNF-B) son glicoproteines de membrana de tipus II, constituides per un domini
citoplasmatic N-terminal relativament curt, un domini transmembrana hidrofobic i una
regi6 extracel-lular que conté una seqiiéncia d’uns 150 aminoacids, homologa entre els

diferents membres de la familia. El grau d’homologia entre els diferents membres se situa

entre el 14% 1 el 36%.
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Taula 1.2. Exemple d’alguns membres caracteritzats de la familia del TNF.

CEL-LULES DISTRIBU- CAPACITAT MITJANCERS
LLIGAND PRODUCTORES RECEPTOR CIO DELS PER INDUIR CITOPLASMA- MUTACIO O FENOTIP KNOCKOUT
DE LLIGAND RECEPTORS APOPTOSI TICS
LLIGAND RECEPTOR
) TNF i limfotoxina- ~ Menor resposta a
TNF i TNF: macrofags, Receptor TNF Molts tipus SI TRADD, o abséncia de lipopolisacarids,
Limfotoxina-o limfocits, 55KD cel-lulars TRAP-1 noduls limfatics, incapacitat per resoldre
queratinocits, menor resposta a  infeccions per Listeria
altres lipopolisacarids o micobacteri
Cél-lules T Receptor TNF Molts tipus si TRAF-1, Limfotoxina-a.: Disminucié de la
75KD cel-lulars TRAF-2 absencia de noduls proliferacio de
limfatics limfocits; menor
resposta dérmica al
TNF, disminuci6 de la
letalitat induida pel
TNF
. . Cél-lules T, Receptor de la Cél-lules T, . LAP-1,
Limfotoxina-p altres limfotoxina-B ~ cél-lules B, etc S CRAF-1 ND ND
Fas lligand Céllules T Receptor del Molts tipus si FAP-1,FADD [ imfoproliferacio Limfoproliferacié
Fas cel-lulars (MORT-1)
Nerve Growth Receptor del .
factor (NGF) NGF Neurones, altres NO ND Neuropaties
Immunodeficiéncia ~ Immunodeficiéncia
Receptor del lligada al cromoso- lligada al cromosoma
Lligand CD40 Cél-lules T Nerve Growth C?Hules T, NO CRAF-I, n}a X amb augmep} X amb 'aug'men't'd IgM
factor cel-lules B CAP-1 d’IgM i disminucio i disminucié o
o abséncia d’IgG, abséncia d’IgG, IgA,
IgA, IgD IgD
Lligand CD27 Céllules T CD27 Céllules T ND ND ND ND
Lligand CD30 Céllules T CD30 Céllules T ND ND ND ND
Lligand OX-40 Cél-lules T 0X40 Cél-lules T ND ND ND ND
Lligand 4-1BB Céllules T 4-1BB Céllules T ND ND ND ND

*TRADD: TNF-receptor-associated death domain, TRAP-1: TNF-receptor-associated protein 1, TRAF: TNF-receptor-associated factor, LAP-1: latent
membrane protein type 1-associated factor, CRAF-1: CD40-receptor-associated factor 1, ND: no determinat, FAP-1: Fas-associated protein 1, FADD (o
MORT-1): Fas-associated death domain i CAP-1: CD40-associated protein 1.

L’any 1988, M. Kriegler i col-laboradors van demostrar que la moleécula de TNF-a
biologicament activa existeix tant com una molécula secretada com també associada a les
cel-lules. ElI TNF-a ¢és inicialment produit com una moleécula precursora lligada a
membrana amb una seqiiéncia constituida per 233 aminoacids (PM 26 KD). Aquest
precursor €s processat proteoliticament per 1’enzim convertidor del TNF-a (TACE), una
adamolisina membre de la familia de les metal-loproteinases de matriu, per generar la

proteina madura de 157 residus (PM 17 KD) que és secretada (Moss ML i col'l,, 1997; Black RA
icoll., 1997).

La molécula de TNF-a conté dos residus de cisteina en les posicions 69 i 101,
connectats per un pont disulfur. Les analisis de mutageénesi dirigida han demostrat que
I’abseéncia d’aquest pont disulfur comporta la disminucié de diverses activitats biologiques
caracteristiques del TNF-o, ara com la citotoxicitat, I’activaci6 dels macrofags o la

inhibicid de la lipogenesi sense afectar 1’estructura secundaria o terciaria de la molécula.
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El TNF-o esta constituit per dues fulles [ formades per wvuit cadenes f
antiparal-leles que donen lloc a una estructura de f~jellyroll. Cada subunitat s’associa de
forma no covalent en trimers, els quals constitueixen la forma biologicament activa del

TNF-a (fig. 1.3).

Figura 1.3. Estructura tridimen-
sional del trimer de TNF-a. Cada
subunitat esta representada amb un
color diferent (blau, verd i
vermell).

1.2.2. Regulacio de la sintesi del TNF-a

El TNF-a el sintetitzen principalment cel-lules mononuclears (monocits i
macrofags), encara que existeixen altres tipus cel-lulars amb aquesta capacitat (Mathews M,
1981). Aixi, per exemple, els limfocits T aillats de sang periférica son capagos de produir
TNF-o (Sung SJ i coll., 1988; Cuturi MC i col‘l., 1987). Es interessant ressaltar que la produccid
de TNF-a pels limfocits succeeix tant en cél-lules CD4+ com en CDS8+. Finalment, les
cel-lules B també poden ser induides per produir TNF-a en determinades condicions

experimentals (Sung SJ i col-l., 1988).

Un dels primers punts de control de I’expressié del TNF-a és el patré de metilacid
de la zona promotora. Aquest gen esta altament metilat i presumiblement condensat en un
estat heterocromatic, i només €s accessible a ’aparell transcripcional en alguns tipus
cel-lulars. Aquesta accessibilitat del gen esta controlada epigencticament i es creu que pot

ser la responsable en bona part de la distribucio6 tissular de la produccié de TNF-a.

S’ha observat que la transcripcid del gen del TNF-o augmenta unes tres vegades

després de 1’exposicid a LPS; I’expressié de ’'RNA missatger (MRNA) augmenta des de
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nivells quasi indetectables fins a representar el 0,1%-1% de I’'mRNA cel-lular total, per la
qual cosa el TNF-a arriba a ser una de les principals proteines produides pels macrofags

activats (Mathews M, 1981).

Els glucocorticoides, capagos d’antagonitzar els efectes de I’endotoxina, si se
subministren abans que aquesta, inhibeixen completament la sintesi de TNF-o en
macrofags, disminueixen la quantitat d’mRNA produit en resposta a I’LPS 1 n’impedeixen
la traducci6. Cal destacar que aquesta inhibicid no succeeix quan ja s’ha iniciat la induccio
al nivell del sistema reticuloendotelial. Els nivells basals de glucocorticoides de les
persones sanes probablement actuen evitant una alliberacié incontrolada de TNF-a que,
sense ells, podria tenir lloc en infeccions banals; és possible que la major susceptibilitat a
les infeccions en malalts suprarenalectomitzats tingui relaci6 amb la pérdua d’aquest

mecanisme de control.

El TNF-a ¢és capag¢ d’induir in vitro 1’alliberament d’IL-1, activitat que ¢€s
potenciada per I’'IFN-y; molt probablement I’'IL-1 és capa¢ de modular algunes de les
accions del TNF-a, a més a més, el patrd d’activitats de I’IL-1 és particularment similar al
del TNF-a, encara que, in vitro, és possible diferenciar quines activitats son degudes a

I’IL-1 1 quines al TNF-a.

L’IFN-y, capa¢ d’activar els macrofags 1 augmentar 1’activitat antitumoral, la
produccio d’H,0,, la capacitat fagocitica i altres funcions defensives, també augmenta la
produccido de TNF-a en resposta a I’administracié d’endotoxina; aquesta funcié sembla
que esta mitjancada tant per un augment al nivell transcripcional del gen, com al de la
traduccido una vegada s’ha sintetitzat ’'mRNA del TNF-a. Els factors M-CSF (factor
estimulador de les colonies de granulocits i macrofags) també indueixen un augment de la

produccioé de TNF-o quan son administrats abans que I’LPS.

Un dels estimuls més potents per a I’alliberacié de TNF-a és ’LPS, tal com ja s’ha
assenyalat anteriorment; també s’ha demostrat la capacitat inductora dels esters de forbol,
de I’IL-2, aixi com d’una gran varietat d’estimuls infecciosos o inflamatoris com ara virus,
certs microorganismes grampositius i alguns productes seus (com per exemple, la toxina-1
de la sindrome del xoc toxic, enterotoxines estafilococciques B 1 exotoxina pirogena A

d’estreptococs).

11



introduccio

El TNF-o pot suprimir la seva propia produccio. Aquest efecte és mitjangat pels
seus receptors de membrana (TNFR-p55 i p75). S’ha observat que les cél-lules de ratolins
deficients per als receptors TNFR-p55 i p75 produeixen més quantitat de TNF-a després

de I’estimulaciod (Peschon JJ i col-l., 1998).

El control de la sintesi de TNF-a esta regulada tant a escala transcripcional com
postranscripcional (estabilitat de ’'mRNA 1 eficacia de la traduccid) per la qual cosa la
possibilitat d'una produccié anomala és minima (Beutler B i col, 1986a). J. Han 1
col-laboradors (1990) van localitzar les seqiiencies responsables de la repressio de la
traduccio i de la inductibilitat de I’LPS en la zona compresa entre les bases 1197 1 1376 de
la regi6 3’ no traduida de 'mRNA del TNF-a. Aquesta regié conté una seqiiéncia de
residus d’adenina i uracil (AU) estructurada en forma de seqiiéncies octameériques
repetides (UUAUUUAU), comuna a diversos mRNA de citocines i de protooncogens
(Caput D i col'l., 1986; Greenberg M and Belasco JG, 1993; Kruys V i col'l., 1989). Es conegut que els
elements rics en residus AU situats en la regi6 3’ no traduida dels mRNA d’eucariotes son
seqiiéncies de reconeixement de diverses proteines d’uni6 a I'RNA i que actuen
determinant I'estabilitat dels mRNA que la contenen ja que disminueixen la seva vida

mitjana 1, al mateix temps, inhibeixen la sintesi proteica d’aquestes molecules (Beutler B,

1990; Beutler B and Brown T, 1991).

1.2.3. Els receptors del TNF-a

Les activitats biologiques del TNF-a soluble, aixi com del TNF-a Iligat a
membrana, estan mitjancades per dos receptors estructuralment relacionats, pero
funcionalment diferents: el TNFR-p55 (CD120a, TNFR-I) i el TNFR-p75 (CD120b,
TNFR-II) pertanyents a la familia de proteines dels receptors del TNF (Smith C i col'l., 1990;
Loetscher H i col-l, 1990; Schall T i col-l., 1990; Vandenabeele P i col-l, 1995). Tots els membres
d’aquesta familia son proteines transmembrana formades per dues subunitats idéntiques.
La caracteristica que defineix aquesta familia de receptors és la preséncia en el domini
extracel-lular d’uni6 a la proteina de repeticions d’uns quaranta aminoacids de mida, riques

en residus de cisteina.

El receptor del TNF-a de 55 KD ¢és una molécula composta per 426 aminoacids

que compren un domini extracel-lular de 182 AA i un domini citoplasmatic de 221 AA. El
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receptor p75 esta format per una seqiiencia de 439 AA, amb un domini extracel-lular de
235 AA 1 un domini intracel-lular de 174 AA. La constant de dissociacié del TNFR-p55 i
p75 pel TNF-a és aproximadament de 0,5 nM 1 0,1 nM, respectivament. Els dominis
extracel-lulars d’ambdds receptors comparteixen un 28% d’identitat, equivalent amb
I’homologia que cadascun comparteix amb els altres membres d’aquesta familia de
proteines. D’altra banda, hi ha una completa abséncia d’homologia entre els dominis
intracel-lulars d’ambdds receptors, o amb cap altra proteina descrita fins al moment, cosa
que suggereix que aquests receptors interaccionen amb proteines diferents i activen vies de

transduccio de senyals independents (Lewis M i col'l., 1991) (fig. 1.4).

Human TNF-Receptor (55 kd)
Figura 1.4. Estructura del domini

extracel-lular del receptor de 55
KD del TNF (TNFR-p55). El
domini extracel-lular del receptor
es pot dividir en quatre subdominis.
Cada subdomini esta constituit per
30-40 aminoacids. Cada sub-
domini conté tres ponts disulfur
(representats amb color groc), els
quals mantenen unides les tres
cadenes aminoacidiques que estan
connectades per bucles de residus
poc conservats.

Els dos receptors es coexpressen en la superficie de la majoria de tipus cel-lulars,
encara que I’expressio del p5S5 i1 del p75 esta controlada per mecanismes diferents.
Tipicament, el receptor p55 sembla que té una expressio ubiqua mentre que el receptor p75

es troba predominantment en cel-lules hematopoetiques i endotelials.

Actualment, la funcié especifica de cada receptor és encara una qiiestio en debat.
S’han utilitzat nombroses estratégies de laboratori per atribuir funcions biologiques
especifiques als receptors p55 1 p75 de membrana; els experiments utilitzant anticossos
especifics per a cada receptor (Shalaby MR i col-l, 1990; Sheehan K i col-l, 1995), lligands
especifics de receptor (Van Ostade X i col'l., 1993; Barbara JA i col'l,, 1994) i ratolins genéticament
deficients per a p55 o per a p75 (Rothe J i col-l., 1993; Pfeffer K i col'l., 1993; Erickson SL i coll.,
1994), han indicat que el receptor p55 és el principal receptor en la senyalitzacié de la

13



introduccio

majoria de les respostes inflamatories classicament atribuides al TNF-o.. La resposta
cel-lular induida per [D’activacié del receptor p55 abraga diferents aspectes de la
immunologia. Aquest receptor controla els mecanismes de defensa en I’ambit cel-lular, per
exemple, induint la mort de les cél-lules infectades per agents patogens. A escala organica,
el p55 controla la defensa, coordinant el procés inflamatori i si parlem de tot 1’organisme,
induint canvis com ara la febre, ’asténia o augmentant la concentracié de proteines
seriques de fase aguda. Per contra, sols s’ha identificat un nombre limitat d’activitats que el
receptor p75 és, per si mateix, capa¢ d’induir. Aquestes respostes inclouen 1’estimulacio de
la proliferacié de timocits i cél-lules T, induccidé de lesions necrotitzants en la pell i
apoptosi de limfocits T activats. (Shalaby MR i col-l., 1990; Tartaglia LA i coll., 1993a; Zheng LX i

col‘l., 1995).

La idea que la senyalitzacio del TNF-a succeeix principalment a través del receptor
p55 va ser rebatuda per M. Grell i col-laboradors (1995), els quals van demostrar que la
diversitat d’accions d’aquesta citocina prové d’una sensibilitat diferent d’ambdos receptors
enfront de les formes soluble i transmembrana del TNF-oa.. Aquests autors van demostrar
que el principal 1ligand per al receptor pS55 és la forma secretada de 17 KD del TNF-a,
mentre que la forma transmembrana de 26 KD ¢és el principal activador del receptor p75.
Aquesta idea vindria recolzada pel fet que la cinetica d’associacio/dissociacié del receptor
p75 amb I’STNF-a és molt rapida; en canvi, la unié de 'mTNF-a amb el receptor p75, tal
com succeeix durant el contacte cél-lula-cel-lula, permet la formacié de complexos amb
una major estabilitat i potencial senyalitzador. Addicionalment, el fet que I'mTNF-a sigui
el principal activador de p75 suggereix que aquest receptor tindria un paper important en
les respostes inflamatories locals. Encara que actualment hi ha el consens general que
I’'mTNF-a és una molécula biologicament activa, la confirmacidé d’una senyalitzacio
preferencial a través del receptor p75 roman en controversia. El mateix M. Grell 1
col-laboradors han demostrat que I’apoptosi en les cél-lules endotelials després d’irradiacio
1 d’endotoxeémia implica la participacié de la forma transmembrana del TNF-a, aixo no
obstant, pot ser bloquejada per inhibidors del receptor p55, pero no del p75 (Eissner G i col'l.,

1995).

D’altra banda, L.A. Tartaglia va proposar un model basant-se en 1’observacié que
en condicions de baixes concentracions de TNF-a, els antagonistes del receptor p75 sols

exercien una neutralitzaci6 parcial de les funcions d’aquesta citocina. A concentracions
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baixes, el TNF-a s’uneix preferentment al receptor p75 ja que I’afinitat del TNF-o és
major pel receptor p75 que pel p55. Aixi doncs, si bé ambdos receptors assenyalen
diferents activitats del TNF-a, en preséncia de concentracions baixes d’aquesta citocina, el
receptor p75 tindria la funci6 de potenciar les respostes del receptor p55, reclutant el TNF-
a 1 entregant-lo al receptor de menor afinitat, pS5 (Tartaglia LA i col-l, 1993b). Recentment,
pero, s’ha demostrat que la potenciacid de les respostes del receptor p55 pel p75 no
implicaria un passi del lligant, sind que més aviat involucraria el solapament de diferents
successos en les vies de senyalitzaci6 intracel-lular desencadenades per tots dos receptors

(Weiss T i col'l., 1997).

Diversos estimuls inflamatoris desencadenen I’alliberacié de receptor pS5 1 p75
solubles a la circulacid a través d’un processament proteolitic dels receptors de membrana
(Carpenter A i col'l,, 1995; Crowe PD i col-l, 1995). Els receptors solubles del TNF-a (STNFR)
poden tenir dues funcions diferenciades en 1’organisme depenent de la seva concentracid
en el lloc d’accio del TNF-a, de la relacio entre la seva concentracio 1 la concentracio local
de TNF-a i de la ratio d’eliminacié del TNF-a i1 dels sTNFR. Per tant, els receptors
solubles poden, en determinades situacions, funcionar com a antagonistes del TNF-a,
capagos de neutralitzar I’activitat biologica d’aquesta citocina, en altres poden servir com a
transportadors de TNF-a 1 fins 1 tot en certs casos podrien augmentar els efectes del TNF-
a, perllongant la vida mitjana d’aquesta citocina o facilitant-ne la interaccio amb els
receptors de membrana. En els compartiments de 1’organisme en els quals tant els STNFRs
com el TNF-a s’eliminen lentament (per exemple en els espais sinovials, en el liquid
cefaloraquidi, els espais alveolars i peritoneals o en teixits inflamats on es produeix un
bloqueig limfatic), els sSTNFRs actuen com a transportadors de la citocina i n’augmenten
els seus efectes. En la circulacid, on el TNF-a es degrada rapidament (t/2 ~ 6°), els
receptors solubles actuen principalment com a inhibidors de les activitats del TNF-a,
especialment quan aquests estan presents en relativament altes concentracions (Aderka D i
col'l, 1992). Els receptors solubles poden competir pel TNF-o amb els receptors de
superficie cel-lular i consegiientment bloquejar la seva biodisponibilitat i servir com a
inhibidors fisiologics del TNF-a.. A més, el clivatge dels receptors del TNF-a redueix la
resposta cel-lular al TNF-a com a conseqliencia d'una reduccid en la senyalitzacid
intracel-lular. El paper inhibidor dels receptors solubles estaria recolzat pel fet que

I’administraci6 exogena de molécules recombinants de pS5 o p75 solubles son efectius
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com a antagonistes del TNF-o en diferents models d’inflamacid, on es coneix la
participacié d’aquesta citocina (Lesslauer W i coll., 1991; Ashkenazi A i col'l., 1991; Wooley PH i

col'l, 1993).

1.2.4. Transduccio de senyal

El TNF-a exerceix el seu efecte a través dels seus dos receptors presents en la
membrana plasmatica de les c¢l-lules diana, unint-s’hi de forma reversible i amb una
elevada afinitat. Aquesta unié desencadena una série de processos bioquimics que es
coneixen com a transducci6 de senyals 1 que culminen amb 1’expressio de gens especifics,

els productes dels quals determinen la resposta o fenotip cel-lular.

1.2.4.1. Iniciacio de la senyalitzacio

Hi ha tres models diferents que intenten explicar com es produeix 1’activaci6 dels
receptors després de la unié del TNF-a. Segons el model de la trimeritzacio (fig. 1.5A),
cada trimer de TNF-ao s’uneix a tres receptors, el complex resultant genera un senyal
d’activaci6 intracel-lular. Aquest model esta recolzat per ’estructura cristal-lografica de la
limfotoxina-a, en la qual s’ha observat que tres fragments del receptor p55 cristal-litzen
amb cada trimer de limfotoxina-o (Baner DW i col'l,, 1993). El model de la xarxa expansiva
(fig. 1.5B) té en compte I’estructura dimerica dels receptors del TNF-a quan no estan units
al seu lligand 1 la capacitat de cada molecula de TNF-a per unir-se a tres subunitats de
receptor. La conformacié dimérica dels receptors pot permetre una disposicié hexagonal de
les molecules dimeriques dels receptors i1 les del lligand trimeriques, la qual cosa pot
generar senyals gracies als contactes que s’estableixen entre els dominis citoplasmatics
dels receptors. El model, pero, més acceptat actualment €s el de Uinterruptor molecular
(fig. 1.5C). En aquest model cada dimer de receptor és una unitat activable que
experimenta reordenaments després de la uni6 del lligand triméric (Bazzoni F i col-l., 1995).
Els dominis intracel-lulars dels receptors del TNF-o estan desproveits d’activitat
enzimatica intrinseca. S’ha determinat que aquests receptors transdueixen el senyal

mitjancant el reclutament de proteines citosoliques amb activitat enzimatica.

16



introduccio

trimer de TNF

dimer de receptor

Figura 1.5. Els tres models proposats per a la iniciacio de la
senyalitzacio del TNF-a.

- L’esquema A representa el model de la trimeritzacio. En
aquests model la juxtaposicio de tres receptors prové de la
seva unio a un trimer de TNF.

- El B representa la hipotesi de la xarxa expansiva. Una
formacio hexagonal de trimers de TNF units a dimers de
receptors té en compte [l’estructura dimerica dels receptors
liures de lligand i la capacitat de cada molecula de TNF
d’unir-se a tres subunitats de receptor.

- El C representa el model de [’interruptor molecular.
L’activacio del receptor es produeix en resposta a dos
successos. En primer lloc, el lligand s’uneix a una de les
subunitats del receptor (subunitat B). Després, la subunitat A
es desenganxa de la subunitat B i aixo permet la unio del
receptor a un segon lloc d’unio disponible en la superficie del
lligand. Aixo provoca un canvi conformacional en el domini
citoplasmatic del receptor que comporta la transduccio de
senyal

1.2.4.2. Proteines adaptadores

El reclutament dels enzims citosolics de senyalitzacié cap als receptors del TNF-a

es realitza a través de les proteines adaptadores, la majoria de les quals no tenen activitat

enzimatica. Les proteines adaptadores, igual que els lligands 1 els receptors, tenen una

estructura modular. Algunes d’aquestes proteines poden unir-se entre si gracies a moduls

especifics diferents dels que participen en la unié amb les molécules de senyalitzacio.

El resultat és la formacié d’una xarxa de proteines la qual determinara la resposta

cel-lular final a través de la uni6 de diferents enzims. Aquesta xarxa esta composta per

dues parts principals, cadascuna de les quals involucra un motiu d’unié proteic diferent.
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Una part inclou diferents proteines adaptadores com ara MORT/FADD, TRADD, RIP i
RAIDD/CRADD, les quals s’uneixen entre si 1 amb el receptor pS5 mitjangant un motiu
DD (death domain) que es troba tant en les proteines adaptadores com en el receptor p55.
L’altra part esta formada per un grup de molécules adaptadores i de receptors com per
exemple el p75, CD40, etc. que comparteixen un motiu d’uni6 proteic anomenat domini
TRAF (TNF receptor-associated factor). Totes dues parts de la xarxa s uneixen gracies a
’associacié del domini TRAF de la proteina adaptadora TRAF2 amb regions especifiques

de les proteines adaptadores TRADD i RIP.

Les funcions d’aquestes dues parts de la xarxa de proteines adaptadores no estan
encara ben diferenciades. Les proteines adaptadores que contenen un domini DD participen
principalment en la inducci6 de mort cel-lular mentre que les proteines amb un domini
TRAF estan involucrades en la regulacié genica. Aquestes vies de transduccid de senyal

s’expliquen a continuacié de forma més detallada.

1.2.4.3. Activacio génica per transducciéo de senyals proinflamatoris i antiapoptotics

del TNF-a

Els dos principals factors de transcripcio activats pel TNF-a son el factor nuclear
kB (NF-kB) i la proteina activadora 1 (AP-1). El NF-xB pertany a la familia Rel de factors
activadors de la transcripcid, la seva forma activa és un heterodimer normalment constituit
per dues proteines: una subunitat p65 (també anomenada relA) i una subunitat p50. En
condicions basals, 'NF-kB es troba en el citosol complexat amb els seus inhibidors:
I'IkBa 1 'IxBf (Baldwin AS, 1996). El TNF-a indueix la fosforilacié dels IkB pel complex
quinasa IxB la qual cosa en causa la seva degradaci6. L’NF-«xB lliure es transloca cap al
nucli on activa diferents gens que presenten seqiiéncies d’unid kB en la regi6 promotora

(Baeuerle PA, 1998).

L’AP-1 és un membre de la familia d’activadors de la transcripcié que presenten
una regi6 de cremallera de leucines. Normalment, I’AP-1 esta format per un homodimer o
heterodimer de Jun, Fos i membres de la familia de factors de transcripcid6 ATF (Karin M i
col-l, 1997). L’activitat de I’AP-1 esta regulada per la inducci6 i fosforilacié dels dominis

transactivadors amino terminals dels seus components per 1’acci6 de proteines de la familia
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de les MAP quinases: ERK1/2, INK/SAPK i la quinasa p38. El TNF-a és un dels diferents

estimuls que poden iniciar aquesta cascada de quinases (Eder J, 1998).

En els darrers anys s’ha anat perfilant el mecanisme pel qual el receptor TNFR-p55
activa aquesta via de senyalitzacio. La cua intracel-lular del TNFR-p55 conté un domini
DD d’uns 80 residus que permet la interaccié amb altres proteines que també contenen
aquest domini. La primera molécula identificada com a proteina d’uni6 al receptor TNFR-
p55 va ser I’anomenada proteina TRADD (TNF receptor-associated death domain).
Aquesta proteina s’aparella amb el receptor p55 donant lloc a 1’activacio de la transcripcid
de gens o bé a la induccié de mort cel-lular (Hsu H i col'l,, 1996b). En estat basal, el receptor
TNFR-p55 esta associat a una proteina inhibidora, anomenada SODD (silencer of death
domains) a través dels seus DD. Després de la unié del TNF-a al receptor p55, el SODD es
dissocia rapidament i permet que TRADD s’uneixi a través de la mateixa regid (Jiang Y i

coll, 1999).

Posteriorment, el complex TNFR-p5S5/TRADD recluta dues proteines: TRAF2
(primerament identificada com a proteina d’uni6 al receptor TNFR-p75) 1 una proteina que
pertany a la familia de les serin/treonin quinases amb DD, anomenada RIP (receptor
interacting protein) (Arch RH i col-l, 1998). Aquestes proteines es caracteritzen per la

preseéncia d’un domini TRAF que és necessari per a les interaccions proteina-proteina.

S’han caracteritzat diverses molécules que presumiblement podrien ser el vincle de
RIP i TRAF2 amb NF-kB 1 JNK/SAPK, respectivament. La proteina quinasa NIK (NF-kB-
inducing kinase) és el nexe més probable entre RIP i la quinasa IkB (Lin X i coll., 1998;
Malinin NL i col'l, 1997). NIK pertany a la familia de les MAP quinases que també inclou
altres proteines com ara c-Raf (que inicia la cascada que porta a 1’activacio d’ERK1/2) i
MEKK-1 (la qual inicia una cascada de quinases paral-lela que resulta amb I’activacié de
JNK/SAPK i la quinasa p38) (Eder J, 1997; Robinson MJ and Cobb MH, 1997). Addicionalment,
s’han proposat dues moléecules que lliguen a TRAF2 amb la cascada de quinases que donen
lloc a I’activacié de JNK/SAPK i p38, aquestes proteines son 1’ASK1 (apoptosis signal-
regulating kinase 1) 1 la GCKs (germinal center kinase) (Shi C-S and Kehrl JH, 1997; Yuasa T i
col'l,, 1998). Aquestes molecules, perd, no estan involucrades a I’hora d’acoblar el TNF-a
amb el tercer component del sistema AP-1, ’ERK1/2; sembla que el nexe en aquest cas

correspondria a la proteina MAP kinase-activating death domain (Schievella AR i col-l., 1997).
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Tal com s’ha assenyalat, el NF-kB i I’AP-1 son moduladors importants dels efectes
proinflamatoris del TNF-a. Tanmateix, s’ha descrit recentment una proteina anomenada
CARDIAK (Inohara N i col'l., 1998), homologa de RIP, la qual s’associa amb el complex
TNFR-p55/TRADD/TRAF2 i interacciona amb la procaspasa 1, amb la qual cosa es
produeix el clivatge i1 ’activacié de la caspasa 1 (McCarthy JV i col'l.,, 1998; Thome M i col'l.,
1998). Aix0 podria constituir un mecanisme addicional de transduccid de les respostes

proinflamatories del TNF-a, independent de NF-kB i d’AP-1.

El domini intracel-lular del receptor TNFR-p75 uneix un heterocomplex de
membres de la familia TRAF: TRAF1 i 2. Addicionalment, les molécules cIAP1 1 2 també
formen part d’aquest complex (Clem RJ and Duckett CS, 1997; Rothe M i col'l., 1995; Shu H-B i
col'l,, 1996). No es coneix encara com aquestes proteines actuen de forma antiapoptotica, no
obstant aixd, sembla que podrien inhibir directament algunes caspases o bé d’alguna

manera pertorbar el senyal proapoptotic del TNF-a (Fig. 1.6).

1.2.4.4. Mort cel'lular induida pel TNF-a

Les cel-lules tractades amb TNF-o poden morir per apoptosi o per necrosi,
depenent d’algunes variables com el tipus cel-lular, la dosi i les condicions de I’exposicio.
El receptor TNFR-p55 és el principal responsable de la transduccié del senyal de mort,
funcid, aquesta, comuna als altres membres de la subfamilia de receptors del TNF-a amb
DD (Ashkenazi A and Dixit VM, 1998). Tanmateix sota certes condicions el receptor TNFR-p75
pot potenciar el senyal de mort del receptor p55 o fins i tot, mitjancar I’apoptosi de forma
independent (Declercq W i col'l., 1998; Haridas V i col'l., 1998; Weiss T i col-L., 1998). El mecanisme

pel qual el TNFR-p75 indueix la mort cel-lular encara no ha estat caracteritzat.

Actualment esta ben establert que la induccié d’apoptosi pel TNF-a involucra una
familia de proteases: les caspases. Les caspases existeixen en la cél-lula en forma de
precursors inactius els quals son clivats i activats després d’un estimul apoptotic (Cory S,
1998; Salvesen GS and Dixit VM, 1997). El clivatge i la subsegiient activacié de les caspases es
produeix de forma autocatalitica o bé com a resultat del clivatge per part d’altres caspases.
Aquesta familia de proteases s’han classificat en dos subgrups, el primer correspon a les
caspases que actuen com a iniciadors del senyal de mort procedent dels receptors de la

superficie cel-lular; el segon subgrup inclou les caspases considerades com les executores
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de DI’apoptosi. S’ha establert 1’existéncia de diferents mecanismes d’activacié de les
caspases iniciadores després de I’estimulaci6 del receptor p55. La ruta d’activacio millor
caracteritzada €s la que recluta la proteina FADD (Fas-associated death domain) a través
del TRADD. FADD i TRADD interaccionen per mitja dels seus DD. La molécula de
FADD s’uneix a dues procaspases iniciadores: la caspasa-8 i -10. L’agregacio d’aquestes
procaspases al complex condueix al seu clivatge autocatalitic 1 a la seva activacid (Vincenz C
and Dixit VM, 1997; Yuan J, 1997). D’una manera analoga, la proteina TRADD també pot
interactuar amb la proteina homologa de CED3 associada a RIP, la qual posteriorment
recluta i activa la procaspasa-2 (Duan R and Dixit VM, 1997). Encara no esta clar si una
d’aquestes rutes €s sempre predominant o si hi ha especificitat cel-lular o tissular, tal com
s’ha observat per a les caspases executores (Kuida K i col'l., 1998; Woo M i col-l, 1998) (Fig.

1.6).

Els mecanismes pels quals les caspases iniciadores, com ara la caspasa-8, -10 i -2,
activen les caspases executores €s avui dia una materia en debat. El paper del mitocondri
en la mort cel-lular induida pel TNF-a i com un senyal pot ser transmes des dels receptors

de la superficie cel-lular al mitocondri es discutiran posteriorment.

1.2.4.5. Paper de les esfingomielinases en la senyalitzacio del TNF-a

El TNF-o, per mitja del receptor TNFR-p55, activa a dues esfingomielinases,
I’esfingomielinasa neutral de membrana (NSM) 1 [I’esfingomielinasa acidica
endosomal/lisosomal (ASM). La proteina FAN que s’uneix al receptor TNFR-p55 formant
un complex amb I’NSM, sembla que és essencial per a I’activacié de NSM. Per contra,
’activacio d’ASM es produeix per la via del TRADD/FADD (Adam-Klages S i col-l, 1998).
L’activacio de les esfingomielinases resulta en la hidrolisi de I’esfingomielina per generar
ceramida, un segon missatger amb potencials efectes en I’apoptosi i en 1’activacié del NF-
kB (Hannun YA, 1994). Petites quantitats de ceramida exogena poden potenciar la mort
cel-lular induida pel TNF-a. D’altra banda, ni ’'NSM ni ’ASM sembla que participin en
I’activacié d’NF-kB ni de JNK/SAPK induida pel TNF-a (Zumbansen M and Stoffel W, 1997).
Els experiments utilitzant ratolins knockout per ASM han mostrat que I’ASM ¢és essencial
per a alguns inductors de 1’apoptosi com per exemple les radiacions ionitzants, pero, no per
altres, com Fas (Santana P i col-l., 1996). En canvi, encara no s’ha pogut demostrar la capacitat

del TNF-a per induir apoptosi en abséncia d’ASM. S’ha proposat que I’NSM estaria
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associada a la generacio de fosfolipasa A2 la qual té un paper proinflamatori. El TNF-a
també activa la biosintesi de ceramida que pot ser, fins i tot, més important que la via de

degradaci6 d’esfingomielina per senyalitzar a través de la generacio d’esfingosina-1-fosfat.

Figura 1.6. Principals vies de senyalitzacié del TNF-a.
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1.2.4.6. Paper del mitocondri

El mitocondri té€ un paper actiu en la mort cel-lular. En nombrosos tipus cel-lulars

s’ha observat una alliberaci6 de citocrom c, en resposta a diferents estimuls entre els quals

22



introduccio

hi ha el TNF-o.. Aquest fet sol produir-se després de la pérdua del potencial de membrana
mitocondrial i representa un compromis irreversible de mort cel-lular (Bradham CA i col'l,
1998; Reed JC, 1997). El TNF-a també indueix la generaci6 d’intermediaris d’oxigen reactius,
que estan associats a la mort per necrosi (Goossens V i col'l., 1995). Les bases de la diferéncia
entre mort per necrosi o per apoptosi en resposta al TNF-a no es coneix. El TNF-a
produeix I’inflament dels mitocondris 1 aixd pot estar mitjangat tant pel receptor pS5 com

pel p75.

Les bases moleculars d’aquests canvis comencen ara a ser elucidades. Després del
tractament amb TNF-a, la caspasa-8 activada talla directament les molécules de Bid (un
membre proapoptotic de la familia del Bcl-2). El fragment C-terminal resultant es transloca
cap al mitocondri on indueix 1’alliberaci6 de les proteines de l’espai intermembrana,
incloent-hi el citocrom c i el factor inductor d’apoptosi (Luo X i col-l, 1998) (fig. 1.6). No
obstant aix0, aquest mecanisme ¢és tan sols un dels efectes que el TNF-a exerceix en el
mitocondri; és probable que hi hagi altres vies de senyalitzacid, encara no caracteritzades,

entre els receptors p55, p75 i el mitocondri.
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1.3. Activitats biologiques del TNF-a

De totes les citocines, el TNF-a, juntament amb I’'IL-1, és la que exhibeix
I’espectre més ampli d’activitats pleiotropiques. La quantitat de treballs publicats sobre les
funcions del TNF-a en cultius cel-lulars, teixits, en animals 1 en humans €s tan extensa que
qualsevol esfor¢ per a revisar-la esta gairebé condemnat al fracas. A més a més, I’expressio
quasi ubiqua dels receptors del TNF-a., la producci6é de TNF-a per diferents tipus cel-lulars
sota una amplia varietat de condicions immunologiques i inflamatories i les complexes
interaccions entre els nombrosos membres de la familia del TNF-a compliquen les
temptatives de definir de forma precisa la funcié fisioldgica d’aquesta citocina. Es per
aquest motiu que en aquest apartat es presenta una visio general de les principals funcions
classicament atribuides al TNF-o.. Posteriorment ens centrarem en el paper que aquesta
citocina desenvolupa en els temes més relacionats amb aquest treball: el desencadenament

del part i la seépsia neonatal.

Actualment hi ha el consens general que el TNF-a és un mitjancer clau de la
inflamaci6 com a resposta de 1’hoste al dany o a la invasié de microorganismes patogens i
parasits. Es poc probable que existeixi cap organ que no pugui estar afectat pel TNF-a.
Aquesta citocina produeix marcats canvis en el cor, els pulmons, el sistema nervios central,
el fetge, els ronyons, I’intesti, etc. A més a més, al TNF-a se I’ha implicat en la patogénia

de moltes malalties, algunes de les quals es relacionen en la taula annexa.

Taula 1.3. Resum dels efectes biologics i d’algunes malalties en les quals participa el TNF-o

Efectes biologics

Sistema nervios central: Febre Pulmonar: Edema
Anorexia Hipoxia
Alteraci6 de la secrecid Sindrome del destret
d’hormones pituitaries respiratori de 1’adult
Cardiovascular: Xoc Gastrointestinal: Necrosi
Supressié miocardica Diarrea
Sindrome de la filtracio Sintesi  hepatica  de
capil-lar proteines de fase aguda
Sintesi d’oxid nitric
Endocri: Acidosi lactica
Renal: Necrosi dels tibuls renals Hiperaminoacidémia
Diiiresi seguida de fracas Hiperglicémia seguida
renal agut oliguric d’hipoglicémia
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Hematopoctic: Neutropénia

Inhibicié de ’eritropoesi i
increment de la destruc-
ci6 d’eritrocits

Coagulacié intravascular

disseminada
Malalties
SIDA Caquexia
Anémia Cancer
Malaria cerebral Xoc hemorragic
Hepatitis Lepra
Resisténcia a la insulina Leuceémia
Limfoma Meningitis
Esclerosi multiple Isquémia miocardiaca
Obesitat Xoc septic
Trauma Tuberculosi
Coagulopatia intravascular disseminada Rebuig d’Organs trasplantats
Malalties autoimmunes (diabetis, artritis reumatoide)

La importancia biologica del TNF-a es correlaciona amb la magnitud de la seva
expressio in vivo. Aixi, per exemple, a concentracions localment produides, el TNF-a pot
ser fonamental en el manteniment de 1’homeostasi fisiologica. A aquests nivells baixos el
TNF-a pot regular diferents processos fisiologics com per exemple el ritme circadia de la
temperatura corporal, la son 1 I’apetit (Kunkel SL i col'l., 1989). A mesura que la concentracio
de TNF-a incrementa en resposta a un dany local, es creu que aquest mitjancer inflamatori
té un paper critic en 1’activacié cel-lular i la propagacié de la resposta inflamatoria. La
presencia de TNF-a sota aquestes circumstancies orquestra un procés inflamatori localitzat
1 exerceix efectes tant autocrins com paracrins en les cél-lules circumdants. En aquest
context, la funcid principal del TNF-a secretat o del TNF-a transmembrana (mTNF) seria

la iniciacio, el manteniment i la resolucid de la inflamaci6 local.

La troballa de concentracions elevades de TNF-a in vivo durant el curs de diferents
malalties ha generat un gran interés en diverses arees de la recerca biomedica, ja que
aquest increment sembla que es correlaciona amb la fisiopatologia de la malaltia (Larrick JW
i col'l., 1988; Tracy KJ i col'l., 1988; Beutler B i col'l., 1986b; Sherry B i col'l., 1988). Algunes respostes

inflamatories croniques s’esdevenen mitjancant una cascada d'alliberaci6 de citocines
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necessaries per promoure les interaccions cel-llulars que culminen en una resposta
immunologica. Sovint, aquestes citocines assoleixen concentracions suficientment
elevades per escapar de la zona d’inflamacio6 local, passant a la circulaci6 sistémica. La
presencia de citocines circulant sisttmicament causa activacio de les cel-lules
immunologiques 1 una alteracid significativa de la fisiologia de I’hoste. L’exagerada
produccio de TNF-a sota aquestes condicions pot resultar en un procés fisiopatologic, amb
la generacido dels simptomes associats a la malaltia. Finalment, aquesta produccio
exagerada 1 descontrolada de TNF-a s’ha associat amb una alta morbiditat 1 mortalitat on
possiblement, ’exemple més estudiat d’aquesta situacid de risc vital sigui el paper del
TNF-a en la mediaci6 de la sepsia i del fracas multiorganic. Aquest procés devastador és
un exemple de desregulacid de les citocines, aquesta desregulacid sovint no respon al

tractament convencional, cosa que comporta la mort de I’hoste.

En resum, els efectes del TNF-a estan, doncs, polaritzats en beneficiosos i
perjudicials depenent d’un complex conjunt de factors que inclou el grau d’exposicio de
les cel-lules diana al TNF-a lliure, el temps d’exposicid i la presencia en el medi d’altres
citocines amb les quals el TN-a estableix una complicada xarxa d’interaccions. Algunes
activitats se solapen, diverses combinacions de citocines poden incrementar o disminuir els
efectes biologics, interaccionant freqiientment per estimular o inhibir la biosintesi de
citocines. Un dels principals efectes del TNF-a és estimular 1’alliberacio d’altres citocines
que amplifiquen i1 estenen les activitats biologiques del TNF-a (taula 1.4). Una vegada
iniciada, aquesta cascada de factors dirigiran la resposta de 1’hoste a la infeccio o al dany 1

persistira durant hores o dies, dissociant-se relativament en el temps de I’estimul inicial.

Taula 1.4. Resum de les interaccions del TNF-a amb altres citocines

= Citocines induides pel TNF: IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y, GM-CSF,
NGF, TGF-B, PDGF

= Citocines que suprimeixen els efectes del TNF: TGF-B, IL-10, sTNFRs

= Citocines que potencien els efectes del TNF: IL-1, IFN-y, LIF
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1.4. El TNF-a en les infeccions perinatals

1.4.1. Les infeccions intrauterines

Les infeccions bacterianes intrauterines es poden donar entre els teixits materns i
les membranes fetals (p. ex. en I’espai coriodecidual), a les membranes fetals (amni i cori),
la placenta, el liquid amniotic, el cordé6 umbilical o el fetus. Les infeccions de les
membranes fetals, identificades histologicament, s’anomenen corioamnionitis; les
infeccions del cordé umbilical s’anomenen funisitis; les infeccions del liquid amniotic,
amnionitis i, finalment, les infeccions de la placenta s’anomenen villitis; aquestes, pero,
solen ser poc freqiients. Actualment s’utilitza de forma generica el terme corioamnionitis
per designar un quadre clinic febril degut a la infecci6é de les estructures fetals entenent
com a tals la placenta, el cord6 umbilical, el liquid amniotic i la decidua. La inflamaci6 de
qualsevol d’aquestes estructures comporta una patogenia i una clinica comuna, i si bé hi
pot haver algunes diferéncies anatomiques o cliniques depenent de I’estructura més
afectada, aquestes es consideren variants d’una mateixa sindrome: la corioamnionitis

aguda.

1.4.1.1. La corioamnionitis aguda

Aquest nom s’aplica a 1’aparicio de febre alta, de més de 38°C, durant la gestacio
(especialment si s’acompanya de ruptura prematura de membranes), durant el part o bé, en
el puerperi immediatament anterior a les 48 hores. Aquest limit assenyala el final de la

corioamnionitis 1 el comengament de la infecci6 puerperal.

Per definir la corioamnionitis, a més a més de la febre, cal que coexisteixin almenys
dos dels simptomes segiients: taquicardia materna, dolor abdominal, tter endurit o amb
contraccions, liquid amnidtic purulent o meconial, leucocitosi o altres proves de laboratori

positives i taquicardia fetal.

= Etiopatogénia

Els bacteris poden envair 1’uter per migracio des de la cavitat abdominal a través de
les trompes de Fal-lopi, per contaminaci6 de les agulles utilitzades en les amniocentesis,

per via hematologica a través de la placenta o per ascens des de la vagina.
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Classicament s’ha acceptat que els microorganismes vaginals podrien ascendir i
colonitzar en primer lloc I’espai coriodecidual; en alguns casos, posteriorment, travessen
les membranes corioniques cap al liquid amniotic i alguns fetus poden esdevenir finalment
infectats (Romero R, and Mazor M, 1988). Les evidéncies d’infeccié per aquesta ruta provenen
d’un estudi en 609 dones a qui se’ls va practicar cesaria abans de la ruptura de membranes.
La meitat de les 121 dones amb cultius positius de membranes tenien també un cultiu
positiu del liquid amnidtic 1 generalment, en ambdos casos el microorganisme aillat era el
mateix. Un percentatge menor de fetus va presentar un cultiu de liquid cefaloraquidi o un

hemocultiu positiu al naixement (Cassell G i col-l., 1993).

La corioamnionitis sol tenir una etapa subclinica o asimptomatica, que pot
progressar a una corioamnionitis aguda si les condicions per qué prosperin els gérmens so6n
favorables. En cas contrari, la corioamnionitis no passara de 1’etapa subclinica, aixo no

obstant, des d’aqui també poden produir-se complicacions de gran importancia obstétrica.

D’altra banda, se sap que la corioamnionitis aguda s’associa a una serie de factors
predisposants, com soOn ara: a) nivell socioeconomic baix; b) tabaquisme; c¢) incompeténcia
cervical; d) I’existéncia d’un augment de la pressié intraamnidtica (p. ex. polihidramni); i
e) després d’intervencions quirurgiques com el cerclatge. El factor desencadenant és
sempre la inoculacié de microorganismes patogens en les diferents estructures fetals, la

qual cosa estaria afavorida per la preséncia dels factors de risc abans esmentats.

* Microorganismes implicats

En dones amb parts prematurs espontanis i membranes integres, els bacteris més
comunament aillats sén Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Gardnerella
vaginalis 1 peptostreptococ, tots ells organismes vaginals de relativa baixa viruléncia
(Andrews W i col'l., 1995; Gibbs RS i col-l,, 1992). Els organismes sovint associats amb infeccions
del tracte vaginal en dones no embarassades, com ara Neisseria gonorrhoeae 1 Chlamydia
trachomatis, es troben rarament en 1’uter abans de la ruptura de membranes, mentre que els
més freqiientment associats a corioamnionitis i infeccio fetal després de la ruptura de
membranes (Streptococcus agalactiae 1 Escherichia coli) es troben només de forma
ocasional. La majoria dels bacteris que es troben a I’iter associats amb part prematur son,
per tant, d’origen vaginal, mentre que els organismes que no pertanyen al tracte genital

rarament es poden associar amb corioamnionitis o0 amb part prematur. Encara que no s’ha
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estudiat de forma extensa, sembla que les infeccions viriques intrauterines no sén una

causa comuna del desencadenament del part preterme (Wenstrom KD i col'l., 1998).

* Vaginosi bacteriana

Les dones amb vaginosi bacteriana, definida com un descens de la flora normal de
lactobacils (Lactobacillus sp) 1 un increment massiu d’altres organismes com per exemple
G. vaginalis, mobiluncus, U. urealyticum 1 M. hominis, tenen el doble de risc de patir parts
prematurs espontanis (Hillier SL i col-l.,, 1995; Meis PJ i coll., 1995; Holst E i col-l., 1994).
Actualment, no es coneix com la vaginosi bacteriana (en abséncia d’infeccié ascendent cap
a Iuter) o infeccions com la periodontitis i1 infeccions del tracte urinari poden
desencadenar el part. Una explicacid possible seria I’activacié d’una resposta inflamatoria
local mitjangada per citocines i endotoxines que a través de la sang podria afectar a 1’uter.
D’altra banda, també s’ha assenyalat que la vaginosi bacteriana podria representar un
marcador de colonitzacié intrauterina per als mateixos microorganismes (Hillier SL i col'l.,

1994).

= Diagnostic de les infeccions intrauterines

Les infeccions intrauterines son sovint croniques i asimptomatiques fins que
comenga el part o es produeix el trencament de les membranes. Fins i tot durant el part, la
majoria de dones a les quals posteriorment se’ls ha diagnosticat corioamnionitis (per
analisi histologica o per cultiu) no presenten cap altre simptoma que el part prematur. En el
cas de les corioamnionitis agudes el diagnostic pot ser clinic, basat en els simptomes o de
certesa basat en el resultat del cultiu bacteriologic del liquid amniotic o en 1’analisi

histologica.

El problema que sorgeix habitualment €s que el diagnostic basat en els cultius
bacteriologics retarda els resultats de 24 a 78 hores. Aquest temps perdut pot resultar fatal
tant per al fetus com per a la mare ja que la corioamnionitis, igual que la ruptura prematura
de membranes, incrementa el risc de mortalitat i morbiditat fetal, que anira augmentant a
mesura que transcorri el temps des de ’inici de la infeccio 1 que pot donar lloc a una s¢psia
neonatal en el pitjor dels casos (Garite TJ and Freeman RK, 1982; Morales WJ, 1987). D’igual
manera, hi ha un risc matern de presentar una infeccié generalitzada si el diagnostic es

retarda massa, o el que és més freqiient, si es presenten problemes infecciosos postpart com
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per exemple I’endometritis, que en alguns casos pot comportar conseqiiéncies negatives en

vistes a una posterior gestacio.

El diagnostic clinic de la corioamnionitis és sempre de sospita ja que els simptomes
i la clinica que I’acompanyen sén inespecifics. El problema en aquest cas és que no tots els
criteris que defineixen la corioamnionitis clinica (vegeu 1’apartat 1.4.1.1) es troben en tots
els casos, 1 moltes vegades no son facils d’interpretar ja que el mateix tractament que
s’administra pot alterar-los o pot retardar-ne I’aparicid. Per exemple, els beta-mimétics
provoquen generalment taquicardia fetal 1 ’administracié de corticoides per madurar el

fetus pot causar leucocitosi materna reactiva.

Diferents autors han afirmat que els criteris per al diagnostic de la corioamnionitis
son poc sensibles. R. Romero i col-laboradors, 1989a, va trobar sols un 12,5% de pacients,
amb cultiu positiu de liquid amniotic, que presentaven signes clinics d’infeccio
intrauterina. També, Guzick DS 1 Win K, 1985, van observar que sols un petit percentatge
de les pacients amb corioamnionitis histologica presentaven signes d’infeccid. La
conclusio d’aquest estudi €s que la corioamnionitis subclinica és una important causa de

part prematur.

1.4.1.2. Infeccions neonatals adquirides durant el part

El fetus esta protegit de la flora microbiana present en el tracte genital de la mare.
La colonitzaci6 del fetus i de la placenta normalment succeeix després de la ruptura de les
membranes fetals. Si el part es retarda després de la ruptura, la flora vaginal pot ascendir 1
en alguns casos afectar les membranes fetals, placenta, corddo umbilical, etc. La infeccio
fetal també pot produir-se com a conseqiiencia de I’aspiraci6 de liquid amniotic infectat. Si
el part s’esdevé en un interval curt després de la ruptura de membranes, el neonat es pot

colonitzar durant el pas pel canal del part.
1.4.1.3. Conseqiiéncies de les infeccions intrauterines

Els resultats d’una infeccié de les estructures fetals o del mateix fetus inclouen la
mort de ’embrid, 1’avortament, la ruptura prematura de les membranes fetals i el part
prematur o a terme d’un infant que pot ser normal o no. Els efectes d’una infeccié fetal
poden apar¢ixer en el nadé en forma de baix pes de naixement (com a conseqiiencia d’un
retard de creixement intrauteri), anomalies en el desenvolupament o malalties congenites.
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Les infeccions adquirides durant el naixement poden donar lloc a malalties sistémiques
greus que comporten la mort o infeccions postnatals persistents. Tant les infeccions
intrauterines com les adquirides durant el part poden persistir després del naixement i
causar anomalies en el creixement i en el desenvolupament que poden ser aparents ja al

naixement o no ser reconegudes fins al cap de mesos o bé d’anys.

D’altra banda, nombroses malalties bacterianes en dones embarassades (com per
exemple la febre tifoide, la pneumonia, la sépsia o infeccions del tracte urinari) poden
afectar el fetus sense que es produeixi una invasié microbiana dels teixits fetals. De forma
similar, infeccions per protozous com la malaria o infeccions viriques com ara la varicel-la,
la verola o el xarampi6 poden afectar també el fetus. La febre, 1’anoxia, les toxines
circulants o alteracions metaboliques en la mare durant aquestes infeccions poden afectar
I’embaras donant com a possibles resultats 1’avortament o el part prematur entre els més

probables.

Figura 1.7. Principals conseqiiéncies de les infeccions intrauterines.

Infeccié materna

No-infeccio fetal o Infeccio6 de la
placentaria placenta

No-efectes en el

L. Infeccio fetal No-infeccio fetal
desenvolupament o la viabilitat

Efectes en el desenvolupament i la viabilitat

- N,

Mort de I’embri6 Avortament N&unat prematur Nounat a terme

Retard de creixement Anomalies en el Malalties congénites Infant normal
intrauteri desenvolupament

4/&

Infeccions postnatals persistents Eradicacio de la infeccio

/\/\

Dany tissular que comporta No malaltia aparent Seqiieles de la infeccio
seqiieles o la mort
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1.4.2. La ruptura prematura de membranes

Les membranes que envolten la cavitat amnidtica estan constituides per ’amni 1 el
cori; son capes adherents consistents en diferents tipus cel-lulars com les cél-lules
epitelials, les cel-lules mesenquimals 1 les cel-lules trofoblastiques immerses en una matriu

col-lagenosa.

Les membranes fetals i el liquid amniotic que contenen tenen funcions molt
importants per al creixement, el desenvolupament i la protecciéo del fetus. El liquid
amniotic permet al fetus moure’s lliurement i tenir un creixement 1 desenvolupament
muscular normal. La degluci6, I’absorcio digestiva i I’excrecio urinaria del liquid amniotic
faciliten un balan¢ hidric fetal correcte i el desenvolupament anatomic i funcional dels
sistemes gastrointestinal 1 genitourinari. A més a més, constitueix un sistema hidric amb el
qual el liquid intrapulmonar esta amb equilibri dinamic, la qual cosa permet uns
moviments respiratoris d’amplitud normal i un desenvolupament pulmonar optim. El liquid
amniotic actua també com a amortidor enfront de traumatismes i manté en suspensio el
cord6 umbilical, reduint el risc de compressié durant les contraccions uterines i els
moviments fetals. Addicionalment, les membranes fetals serveixen de barrera que separa el

fetus 1 el liquid amniotic estérils del canal vaginal contaminat en contacte amb 1’exterior.

Les membranes normalment es trenquen durant el part. La ruptura prematura de
membranes (RPM) es defineix com el trencament prematur de membranes abans de 1’inici
de la dinamica del part. La ruptura prematura de membranes que succeeix abans de la

setmana 37 de gestaci6 s’anomena ruptura prematura de membranes preterme.

Malgrat els avencos en les cures perinatals, ’RPM i I’RPM preterme continuen sent
una complicacid obstétrica important. El 8-10% de dones embarassades amb parts a terme
presenten ruptura prematura de membranes; aquestes dones tenen un major risc
d’infeccions intrauterines quan I’interval entre el trencament de membranes i el part es
prolonga. L’RPM preterme succeeix en un 1% de tots els embarassos i esta associada amb

el 30-40% dels parts prematurs.

Tradicionalment, els obstetres han atribuit la ruptura de les membranes a 1’augment
de la pressi6 intrauterina secundaria a les contraccions del part. Recentment s’ha suggerit
que el trencament de membranes estd relacionat amb processos bioquimics com el

trencament de les fibres de col-lagen de la matriu extracel-lular tant de I’amni com del cori
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1 amb la mort cel-lular per apoptosi de les cel-lules de les membranes fetals. S’ha proposat
que les membranes fetals i la decidua responen a diferents estimuls com 1’estirament de les
membranes i la infeccidé produint mitjancers com les citocines, prostaglandines, etc., que

dirigeixen les activitats dels enzims que degraden la matriu extracel-lular.

1.4.2.1. Estructura de les membranes fetals

L’amni és un derivat ectodérmic format per cinc capes diferents. No conté ni venes
ni nervis; els nutrients que requereix els hi subministra el liquid amniotic. La capa interior,
més propera al fetus, és I’epiteli amniotic, les cel-lules del qual secreten col-lagen de tipus
IIT i IV 1 glicoproteines no col-lagenoses (laminina, nidogen 1 fibronectina que formen la

membrana basal).

La capa compacta de teixit connectiu adjacent a la membrana basal forma el
principal esquelet fibros de I’amni. El col-lagen de la capa compacta és secretat per les
cel-lules mesenquimals de la capa fibroblastica. El col-lagen intersticial (tipus I 1 III) és el
predominant 1 forma feixos paral-lels que mantenen la integritat mecanica de I’amni. El
col-lagen de tipus V i1 VI forma connexions filamentoses entre el col-lagen intersticial i la

membrana basal de I’epiteli (Malak TM i col'l., 1993).

La capa fibroblastica és la més prima de les capes que componen I’amni. Esta
formada per cél-lules mesenquimals i macrofags immersors en una matriu extracel-lular. El
col-lagen d’aquesta capa forma una xarxa laxa amb acumulacions de glicoproteines no

col-lagenoses.

La capa esponjosa es troba entre 1’amni 1 el cori. El seu contingut abundant en
proteoglicans hidratats i glicoproteines fa que aquesta capa tingui ’aparenga d’esponja en
les preparacions histologiques. La capa esponjosa absorbeix la tensid fisica la qual cosa

permet que 1I’amni llisqui sobre el cori el qual esta fortament adherit a la decidua materna.

Encara que el cori és una capa més prima que I’amni, aquesta t¢ una major
elasticitat. El cori és un derivat mesodérmic que s’origina a partir de la massa trofoblastica.
Aquesta capa té 1’aparenga tipica d’'una membrana epitelial. Les vellositats trofoblastiques
es van atrofiant a mesura que el fetus i el sac embrionari creixen des del lloc d’implantacio
cap a la paret oposada de la cavitat intrauterina. A diferéncia de 1’amni, el cori esta
vascularitzat i els nutrients transportats per les venes arriben a I’amni per difusio.

33



introduccio

Figura 1.8. Representacio de ’estructura de les membranes fetals a terme. S’indica la composicio de la
matriu extracel-lular de cada capa aixi com els llocs de produccio de les metal-loproteinases de matriu
(MMP) i dels seus inhibidors tissulars (TIMP).
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1.4.2.2. Mecanismes de la ruptura de membranes abans i durant el part

El trencament de membranes intrapart s’ha atribuit a un debilitament generalitzat a
causa de les contraccions uterines i els estiraments repetits. S’ha observat que 1’elasticitat
de les membranes és menor en mostres obtingudes després del part en comparacid6 amb
mostres obtingudes durant cesaria en dones que no estaven de part (Lavery JP i col-l., 1982).
Les membranes amb ruptura prematura, aix0 no obstant, sembla que soén focalment
defectives més que no pas que pateixin un debilitament generalitzat. L ’area propera al lloc
del trencament s’ha descrit com una zona amb alteracions morfologiques caracteritzades
per una marcada disrupcido de la xarxa fibril-lar de col-lagen de la capa compacta,

fibroblastica i esponjosa (Malak TM i col-l., 1994).

Malgrat les diferents caracteristiques de I’RPM i del trencament de membranes
intrapart, no hi ha evidéncies que suggereixin que els mecanismes que predisposen a
I’RPM siguin diferents dels que normalment precedeixen el part. Aixo ha fet pensar que
I’RPM representa una acceleracié o exageracid dels processos que es donen en el

trencament espontani de membranes durant el part.

34



introduccio

= Canvis en el contingut, I’estructura i el catabolisme del col-lagen

El manteniment de I’elasticitat de les membranes fetals sembla que depeén d’un
equilibri entre la sintesi i la degradacié dels components de la matriu extracel-lular. S’ha
proposat que canvis en la membrana com un descens en el contingut de col-lagen,
alteracions de la seva estructura aixi com increments en 1’activitat col-lagenolitica, estan

associats amb I’RPM.

Aquestes hipotesis venen recolzades per I’observacié que els desordres que afecten
el teixit connectiu estan associats amb un debilitament de les membranes i amb una major
incidéncia d’RPM preterme. La sindrome d’Ehlers-Danlos, un grup d’almenys onze
malalties hereditaries del teixit connectiu caracteritzades per una hiperelasticitat de la pell,
esta causada per diversos defectes en la sintesi i estructura del col-lagen. En un estudi de 18
pacients amb sindrome d’Ehlers-Danlos, 13 (72%) van tenir parts prematurs després d’una
RPM preterme (Barabas AP, 1966). Addicionalment, és conegut que certes deficiéncies
nutricionals que comporten alteracions en 1’estructura de la fibra de col-lagen també estan
associades amb un major risc d’RPM preterme. Per exemple, les unions entre les fibres del
col-lagen, formades en una serie de reaccions iniciades per la lisil oxidasa, incrementen
I’elasticitat de les fibres. La lisil oxidasa, que esta produida per les cel-lules mesenquimals
de I’amni, és un enzim dependent de coure i les dones amb RPM tenen concentracions
inferiors de coure en sérum (Artal R i col-1, 1979). De forma similar, el déficit d’acid ascorbic,
que ¢és necessari per a la formacié de ’estructura de triple helix del col-lagen, esta

associada amb una major incidéncia d’RPM (Wideman GL i colL., 1964).

La degradacio del col-lagen esta mitjangada per metal-loproteinases de matriu, les
quals son inhibides per inhibidors tissulars especifics. Les metal-loproteinases de matriu
(MMP) soén una familia d’enzims produits per diferents tipus cel-lulars que hidrolitzen
almenys un component de la matriu extracel-lular. La col-lagenasa MMP-1 i 'MMP-8
tallen la triple helix de les fibres de col-lagen de tipus I 1 tipus III les quals posteriorment
son degradades per la gelatinasa MMP-2 i ’MMP-9. Aquestes gelatinases també degraden
el col-lagen de tipus IV, la fibronectina i els proteoglicans. En membranes fetals humanes,
s’ha localitzat ’'mRNA de I’'MMP-1 i ’'MMP-9 en les c¢l-lules epitelials de I’amni i en el
trofoblast coridonic (Vadillo-Ortega F i col-l, 1995). Per tant, la capa compacta de les
membranes fetals s’esté entre dues capes de cel-lules que sintetitzen metal-loproteinases de

matriu.
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Els inhibidors tissulars de les metal-loproteinases formen complexos
estequiometrics 1:1 amb les metal-loproteinases de matriu inhibint aixi, la seva activitat
proteolitica. L’inhibidor tissular de la metal-loproteinasa-1 (TIMP-1) s’uneix a la proteina
activa de 'MMP-1, ’'MMP-8 i ’'MMP-9, mentre que el TIMP-2 s’uneix tant a la forma
activa com latent de ’'MMP-2. La coordinacié de I’activitat de les metal-loproteinases de
matriu i els seus inhibidors és essencial per al procés de remodelaci6 de la matriu

extracel-lular.

La integritat de les membranes fetals roman inalterada al llarg de la gestacio,
segurament a causa d’una combinacidé de baixa activitat de les metal-loproteinases de
matriu i una relativament alta concentracié de TIMP-1 (Vadillo-Ortega F i col'l., 1996). Quan
s’apropa el moment del part, aixd no obstant, el balan¢ entre [’activitat de les
metal-loproteinases de matriu i els seus inhibidors canvia cap a una degradaci6 proteolitica
de la matriu extracel-lular de les membranes. En humans, 1’activitat de ’'MMP-9 en I’amni
1 en el cori incrementa mentre que la concentracié de TIMP-1 disminueix drasticament en
el moment del part. Les analisis de membranes obtingudes de cesaries electives i1 després
d’un part espontani suggereixen que ’activitat de ’'MMP-1 incrementa abans del part,
I’MMP-9 i ’'MMP-3 incrementen durant el part i la concentracié de TIMP-1 incrementa
després del part (Bryant-Greenwood GD i coll, 1995). Aquests canvis reflecteixen la
coordinaci6 dels progressius processos que es donen abans i durant el part i que donen lloc

a una degradacid controlada del col-lagen de les membranes fetals.

L’RPM per tant, pot estar causada per un desequilibri entre les activitats de les
metal-loproteinases 1 els seus inhibidors, la qual cosa dona lloc a una degradacio
inapropiada de la matriu extracel-lular de les membranes. De forma general, I’activitat
proteasa esta incrementada en les membranes de dones amb RPM, sent ’'MMP-9 I’activitat
predominant (Draper D i col-l, 1995). Addicionalment, 1’activitat gelatinolitica de I’'MMP-9
esta incrementada 1 la concentraci6 de TIMP-1 és menor en liquid amniotic de dones amb

RPM preterme.

1.4.2.3. Fisiopatogénia de la ruptura prematura de membranes

Si les infeccions intrauterines son causa o conseqiiencia de I’RPM ha estat una
qiiestié llargament debatuda. Existeixen evidencies indirectes que les infeccions del tracte

genital poden donar lloc al trencament de membranes tant en animals com en humans. La
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inoculacié d’Escherichia coli en conills t¢ com a resultat la infeccio pel mateix
microorganisme del liquid amniotic i1 de la decidua en el 97% dels animals tractats 1 parts
prematurs en la meitat d’aquests (Heddleston L i coll, 1993). També¢, les dades
epidemiologiques demostren que hi ha una associacidé entre la colonitzacid del tracte
vaginal per estreptococ del grup B, Neisseria gonorrhoeae 1 els microorganismes que
causen vaginosi (anaerobics vaginals, Gardnerella vaginalis, mobiluncus 1 micoplasma
vaginal) 1 un major risc d’RPM preterme (Regan JA i col-l, 1981; Alger LS i col-l, 1988).
Addicionalment, alguns estudis han provat que el tractament amb antibiotics de dones

infectades disminueix el nombre d’RPM preterme (McGregor JA i col-l., 1995).

Les infeccions intrauterines poden predisposar a I’RPM a través de diferents
mecanismes cada un dels quals indueix la degradacié de la matriu extracel-lular. Alguns
dels microorganismes presents ocasionalment en la flora vaginal com ara I’estreptococ,
Staphylococcus aureus, Trichomonas vaginalis 1 els microorganismes que causen vaginosi
bacteriana, secreten proteases que poden degradar el col-lagen i debilitar les membranes

fetals (McGregor JA i col'l., 1987).

La resposta immunologica de I’hoste a la infeccid constitueix un altre potencial
mecanisme que pot explicar en part 1’associacié entre infeccié del tracte vaginal i I’'RPM.
La resposta inflamatoria esta mitjangcada per neutrofils i macrofags que son reclutats al lloc
de la infeccid 1 secreten citocines, metal-loproteinases de matriu i prostaglandines. Les
citocines proinflamatories com ara I’IL-1 1 el TNF-a incrementen I’expressi6 de ’'MMP-1
1 PMMP-3 en c¢l-lules corioniques (So T i coll., 1992). La resposta inflamatoria indueix,
també, la produccid de prostaglandines per les cellules de les membranes fetals. Les
prostaglandines es creu que incrementen el risc d’RPM preterme ja que causen
contractibilitat uterina i degradacio del col-lagen de les membranes. A més a més, la
resposta immunologica a la infeccio inclou la produccié de citocines que incrementen la
produccié de prostaglandina E, per les c¢l-lules corioniques. L’estimulaci6 per citocines de
la producci6 de prostaglandina E; sembla que implica una induccié de la ciclooxigenasa I,
enzim que converteix 1’acid araquidonic a prostaglandina. El mecanisme de regulacio de la
sintesi de prostaglandina E, en relacié amb la infecci6 i la resposta inflamatoria de I’hoste
no esta ben definit i el vincle directe entre la produccio de prostaglandines i ’'RPM no esta
ben establert. Aixo no obstant, les prostaglandines (especificament la prostaglandina E;1i la

prostaglandina F,,) estan considerades com els mitjancers del part en tots els mamifers i la
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prostaglandina E, disminueix la sintesi de col-lagen en les membranes fetals i incrementa

I’expressi6 d’MMP-1 i MMP-3 en fibroblastes humans (Tjugum J i col'l., 1985).

L’increment d’aquests mitjancers biologics (citocines i prostaglandines) esta
considerat com un marcador de I’RPM, com també del part preterme (vegeu 1’apartat
1.4.3). Aquests factors es troben elevats en el liquid amniotic tant amb preséncia d’infeccio
de la cavitat intraamniotica com en abseéncia d’invasié microbiana d’aquesta cavitat en

comparacié amb parts normals (Gémez R i col-l., 1997; Keelan JA i col-l., 1997)

Un altre component de la resposta de I’hoste a la infeccid és la produccio de
glucocorticoides. En la majoria de teixits I’accio antiinflamatoria dels glucocorticoides esta
mitjancada per la supressid de la produccié de prostaglandines. Tanmateix, en alguns
teixits com D’amni, els glucocorticoides paradoxalment estimulen la produccido de

prostaglandines.

Tal com s’ha assenyalat anteriorment, diferents estudis han descrit que 1’activacid
endogena de les MMP de les membranes fetals, la col-lagenolisi de la matriu extracel-lular
per les MMP i el debilitament localitzat de les membranes son un dels principals
determinants de I’RPM. Addicionalment, s’ha descrit que el procés de mort cel-lular

programada o apoptosi juga, tamb¢, un paper fonamental en I’RPM.

L’apoptosi esta implicada en la remodelacio de diferents teixits reproductius. H. Lei
1 col-laboradors (1996) van descriure que en rates les cel-lules epitelials de 1’amni
esdevenen apoptotiques quan el part s’apropa. També en humans s’ha observat que les
membranes amniotiques i corioniques obtingudes després d’una RPM contenen cél-lules
apoptotiques en les arees adjacents al lloc de trencament. A més a més, en els casos de
corioamnionitis, les cel-lules apoptotiques de I’epiteli amniotic estan acompanyades de
granulocits, aixo suggereix que la resposta immunologica de 1’hoste pot accelerar la mort
cel-lular en les membranes fetals (Leppert PC i coll., 1996). SJ. Fortunato i col-laboradors
(2000) descriuen I’'increment de diferents MMP (MMP2, MMP9, MMP3) i proteines
proapoptotiques (p53 i bax) en les membranes i liquid amniotic durant I’'RPM. Aquests
mateixos autors en un estudi posterior (2001b) demostren que concentracions de TNF-a 1
LPS comparables a les observades en liquid amniotic durant una infeccié intraamniotica

indueixen 1’expressio de diferents gens proapoptotics en membranes fetals humanes, aixo
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apunta que 1’apoptosi mitjangada pel TNF-a es pot donar en membranes fetals humanes i

que aquest procés podria tenir una funci6é important en la ruptura de les membranes fetals.

Figura 1.9. Esquema dels diferents mecanismes que poden donar lloc a la ruptura prematura de les
membranes fetals.
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1.4.2.4. Conseqiiéncies neonatals de la ruptura prematura de membranes

o Infeccions. La infeccio és la causa principal de I’'RPM, pero també n’és una
conseqiiencia. Tal com ja s’ha explicat anteriorment tant la mare com el fetus tenen un
major risc d’infeccié després de I’'RPM i aquest és proporcional al temps que transcorre

entre el trencament de les membranes i el part.
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o Part preterme. El part prematur i les seves complicacions son les
conseqliencies més importants de I’RPM preterme i es discutiran en posteriors apartats. Si
I’RPM preterme es produeix entre la setmana 28 i la 34, la meitat de les pacients pariran en
el termini de 24 hores i el 80-90% ho faran en la primera setmana. Tanmateix, abans de la
setmana 26 només el 50-60% donaran a llum en una setmana. E1 90% de les pacients amb

embarassos a terme iniciaran dinamica de part en les 24 hores segiients a I’RPM.

o Hipoxia-isquémia fetal. Després de I’'RPM, la probabilitat de prolapse del
cordé augmenta (1,5%) sobretot en cas de presentacions fetals anomales. La compressio
del cord6 en situacions d’oligoamni encara ¢és més freqiient 1 la incidéncia se situa al

voltant del 8,5% en gestacions preterme.

o Sindrome de deformitat fetal per oligoamni. Les conseqiiéncies de la
sindrome compressiva secundaria a I’oligoamni so6n la dismorfia facial de Potter,
deformitats posicionals de les extremitats, retard de creixement i hipoplasia pulmonar.
D’aquests quatre components només la hipoplasia t€¢ conseqiiencies importants a llarg
termini. Els nens afectats tenen circumferéncies toraciques petites, insuficiéncia
respiratoria greu que requereix reanimacid agressiva i ventilacid amb pressions positives
elevades. Sovint es produeix pneumotorax o emfisema intersticial. Moltes vegades, aquesta
patologia es relaciona amb la immaduresa pulmonar secundaria a la prematuritat
caracteristica de molts d’aquests infants 1 €s dificil separar les seqiieles o complicacions
derivades de cada una. Freqiientment, es correlaciona la gravetat de la sindrome per
deformitat-compressié amb la gravetat de la hipoplasia pulmonar que és major quan I’'RPM

es produeix abans de la setmana 26 de gestacio.

La incidencia de la hipoplasia pulmonar és, amb tot, baixa (1-13% de tots els casos
d’RPM). La sindrome per compressio és poc freqiient excepte en les RPM molt precoces
(abans de la setmana 27-29) i duradores, aix0 no obstant la seva evolucid €s generalment

satisfactoria.
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1.4.3. La prematuritat

La prematuritat és un concepte biologic que 1’estableix el desenvolupament
funcional del fetus. Si aquest neix abans d’haver arribat a la maduresa suficient per
adaptar-se a la vida extrauterina i necessita d’unes cures especials per sobreviure, el part
sera prematur. Generalment, hi ha una correlaci6 entre edat gestacional, pes de naixement 1
maduresa del fetus, perd com que hi ha nombroses excepcions és preferible parlar de part
preterme si succeeix entre les setmanes 20 i 37 de gestacio o de fetus de baix pes quan

aquest no arriba als 2.500 g.

En termes quantitatius la prematuritat constitueix 1’11% aproximadament de tots els
embarassos en els paisos desenvolupats, concretament, en el nostre pais la incidéncia se
situa al voltant del 7,5%. La prematuritat €s una de les causes més importants de morbiditat
1 mortalitat perinatal, 1 és responsable del 60% de la mortalitat neonatal total i del 50% dels
desordres neurologics congenits. El neonat prematur té€ una probabilitat 180 vegades major
de morir que el fetus a terme i la possibilitat de presentar lesions residuals a curt i llarg
termini és també molt més elevada (paralisi cerebral, retinopatia, malaltia pulmonar
cronica, etc). Tant la morbiditat com la mortalitat augmenten de forma inversa amb 1’edat
gestacional 1 el pes de naixement; aixi, la superviveéncia dels neonats amb pes inferior a

1.000 g i edat inferior a les 30 setmanes és tan sols del 60-70%.

En els darrers anys s’ha produit una important reduccio en la morbiditat i mortalitat
associades a la prematuritat segons diferents factors. En primer lloc, el millor coneixement
d’alguns processos han evitat la prematuritat. Un clar exemple ¢és la diabetis materna on un
millor control i tractament evita la finalitzaci6 prematura de 1’embaras i la fetopatia
associada a la malaltia. D’altra banda, les estratégies preventives de patologies neonatals
(maduracié pulmonar, reduccié de I’hemorragia cerebral amb corticoides, profilaxi
infecciosa intrapart per a la sepsia per SGB, etc.) han suposat una reduccio de la
morbimortalitat perinatal. Finalment, la millora en les cures intensives neonatals (millors
estrategies de ventilacid, administracié de surfactant, millor suport nutricional parental,
millor control hidroelectrolitic, disponibilitat de millors agents antimicrobians, etc.).
Gracies a les diferents intervencions abans esmentades, en els nadons de 1.000-1.500 g de
pes, la mortalitat ha disminuit des d’un 50% 1’any 1960 a un 5% actual i entre els neonats

de pes entre 500-1.000 g, la mortalitat ha passat del 95% 1’any 1960 al 20%.
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Hi ha nombrosos factors que desencadenen el part preterme; els principals es

relacionen a la taula 1.5. Tanmateix, es considera que aproximadament el 30-40% dels

neonats prematurs ho soén per causa d’un part prematur idiopatic, és a dir, sense una

patologia medica o obstetrica que hagi desencadenat necessariament el part o la finalitzacio

de I’embaras per decisié medica. Actualment, es creu que el 30-40% d’aquests prematurs

idiopatics es produeixen en associacid, probablement de forma causal, amb una infeccio.

Taula 1.5. Causes del part preterme.

Maternes Malalties generals

Afeccions obstétriques i ginecologiques

Causes socials

Altres

Fetals Bessons
Malformacions congenites
Cromosomopatia
Primogénit

Iatrogéniques Induccio precog del part

Idiopatic Cesaria electiva

Infeccions greus
Nefropaties
Cardiopaties
Hepatopaties
Endocrinopaties
Hemopaties

Infertilitat prévia

Embarassos seguits

Gran multiparitat

Amenagca d’avortament en el
primer trimestre

Ruptura prematura de membranes
Corioamnionitis

Toxémia gravidica

Alteracions cervicals uterines
Mioma uteri

Hidramni

Traumatismes en 1’embaras
Placenta prévia

Despreniment prematur de
placenta

Nivell socioeconomic baix
Treball fisic intens
Intoxicacions
Toxicomanies, tabaquisme,
alcoholisme

Traumes psiquics
Alimentacio deficient

Edat inferior als 20 anys o superior
als 40
Antecedents de part prematur

*Figueras J. “El recién nacido prematuro”. A: Manual de Neonatologia. Natal A. i Prats J (ed.). Mosby,

1996.
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Des de fa ja algunes décades se sospita que 1’inici del part preterme podria associar-
se a infeccions intrauterines o fetals. Diversos treballs des dels anys 50 havien assenyalat
que les dones amb part prematur presentaven una major freqiiencia d’infeccions associades

a febre prepart i postpart.

Inicialment, es va associar la infecci6 intrauterina amb la ruptura de les membranes,
la qual cosa permetia 1’ascens de microorganismes patogens des de la vagina. Es va
observar que la incidéncia d’infeccions augmentava en els casos de gestants a terme de
forma proporcional al temps compres entre el trencament i 1’inici del part, sent el limit
critic les 24 hores. Posteriorment, es va constatar que la infeccidé intrauterina no es
presentava només en gestants amb ruptura de membranes (preterme o a terme), sind que
també podia succeir en gestants amb membranes integres. Aquesta observacid va fer
pensar que en alguns casos, com I’amenaca de part preterme (APP), la infeccid intrauterina
no era una troballa casual sind que podia estar relacionada amb el mecanisme que
desencadenava I’inici del part preterme. A més a més, aquesta hipotesi podia ser també una
explicaci6 d’un nombre considerable d’APP de causa desconeguda, ja que la infeccio
intrauterina és moltes vegades subclinica i passa desapercebuda (Romero R i col-l., 1992a;

McGregor JA, 1988; Gibbs RS i col'l., 1992; Gravett MG i col‘1., 1986).

Son nombrosos els estudis publicats que recolzen la hipotesi que una part dels parts
prematurs idiopatics es produeixen com a conseqiiéncia d’una infeccié de les membranes
amniotiques. Aixi per exemple, el treball publicat per Hillier i col-laboradors I’any 1988 va
demostrar que la freqiiencia de cultius positius en parts preterme era del 61%,
significativament major que el 21% detectat en placentes de parts a terme. Addicionalment,
es va observar que els microorganismes més freqiientment aillats corresponien a gérmens
habituals de les infeccions vaginals. Aquesta troballa recolza de forma indirecta el
concepte que els microorganismes responsables de la infeccid colonitzarien 1’espai

intermembrands a través d’una ruta ascendent pel canal del cérvix des de la vagina.

Treballs posteriors al de Hillier han aportat més dades significatives que evidencien
el paper de la infecci6 en el part preterme. A tall d’exemple s’ha demostrat que 1’aillament
de microorganismes en el liquid amnidtic de parts preterme és més freqlient que en parts a
terme. En el mateix sentit, també s’ha evidenciat que les dones amb parts preterme
presenten cultius vaginals o cervicals positius per a gramnegatius amb una freqiiéncia

significativament més elevada que les dones amb parts a terme.
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1.4.3.2. Paper de les citocines en el part preterme

Tal com s’ha comentat en 1’apartat anterior, nombrosos estudis van demostrar que
la infeccid intrauterina s’associa freqiientment a I’APP en pacients amb membranes
integres. Aquesta associacid va portar que molts autors relacionessin la infeccid com un
dels mecanismes desencadenants més freqiients de ’APP, en gestants amb membranes

integres.

Com una infeccid intrauterina pot donar lloc al part preterme? El cori, I’amni aixi
com la decidua, estimulats per diferents bacteris, tenen la facultat de produir
prostaglandines i altres substancies estimuladores de la musculatura uterina, capaces de
provocar contraccions i modificar el cérvix. No es coneix amb exactitud com els bacteris
poden desencadenar ’inici del part, perd una de les hipotesis més plausibles seria que els
bacteris podrien actuar sobre el metabolisme de ’acid araquidonic. L’alliberacié d’acid
araquidonic de les reserves de fosfolipids en les membranes fetals i la decidua és el
principal punt limitant en la biosintesi de prostaglandines i leucotriens. S’ha comprovat
que aquesta reaccio pot estar catalitzada per endotoxines i, a més, determinats gérmens del

tracte vaginal tenen activitat fosfolipasa (fosfolipasa A, i C).

D’altra banda, el concepte actual és que els senyals d’iniciacié del part es
desencadenen en la gestant com a conseqiiéncia de la resposta inflamatoria que origina el
sistema immunologic matern davant la preséncia de microorganismes. Les principals
molécules candidates a actuar com a efectores son les citocines. Les evidéncies que
recolzen el paper de les citocines proinflamatories en la patogeénia del part perterme es
poden trobar en nombrosos estudis en liquid amniotic, en teixits gestacionals in vitro 1 in

vivo 1 en models animals.

Els models animals han estat utilitzats per demostrar que els productes bacterians 1
diverses citocines proinflamatories poden produir avortament. A més, 1’administracié en
animals de diferents citocines, com el TNF-a i I’IL-1, ha demostrat la capacitat d’aquests
mitjancers per estimular les contraccions uterines i donar lloc finalment al part preterme
(Bry k i col'l., 1993). En els diferents models animals utilitzats, els estudis han demostrat
I’increment de citocines proinflamatories en sérum i en liquid amniotic després de

I’administracié de lipopolisacarid o de diferents bacteris (Fidel PL i col'l., 1994).
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Altres linies de recerca s’han centrat en 1’estudi de la capacitat de la decidua per
produir citocines. La decidua és rica en macrofags, els quals poden produir una gran
varietat de citocines davant la preséncia de determinats productes bacterians. Diferents
treballs van demostrar, d’una banda, la capacitat de la decidua per produir diferents
citocines en resposta a una infeccié amniotica i, d’altra banda, que 1’augment en la sintesi
de citocines promovia, per mitja de l’activacié de la ciclooxigenasa, [’augment de la
produccio de prostaglandines en la decidua, en I’amni i en el cori. Estudis posteriors han
suggerit que també altres teixits com ’amni 1 el cori sén capagos de sintetitzar citocines

davant d’un estimul infeccios.

D’altra banda, també son nombrosos els treballs publicats que associen I’increment
en liquid amniotic de la concentraci6 de diferents citocines, com I’IL-1f, el TNF-a, I’IL-6,
I’IL-8, 1 ’IL-4, amb el part prematur. Aquestes citocines no es troben normalment en
liquid amnidtic o estan presents en quantitats baixes que augmenten davant d’una infeccio

amniotica (Romero R i col'l., 1992b; Dudley DJ i col1., 1994).

La connexi6 critica entre les citocines 1 el part prematur és la produccidé de
metabolits de 1’acid araquidonic pels teixits gestacionals en resposta a les citocines. De fet,
diferents citocines (IL-1P, TNF-a 1 IL-6) son capaces d’estimular la sintesi de
prostaglandines en 1’ambit local, cosa que constitueix el primer pas per a I’establiment de

la dinamica uterina (Mitchell MD i col-1., 1995).

A partir d’aquests estudis es pot inferir alguns conceptes importants. Primer, les
citocines per si mateixes no causen part preterme, sind que son les mitjanceres de la
resposta materna a un estimul inflamatori. Segon, els teixits gestacionals produeixen
citocines proinflamatories. Tercer, sembla poc probable que una resposta inflamatoria
regulada de forma normal tingui com a resultat I’activitat uterina. Cal tenir en compte que
els teixits gestacionals estan constantment en contacte amb la flora bacteriana vaginal i, en
canvi, no totes les dones tenen un part preterme com a resultat d’un procés infeccids. Aixo
no obstant, si la resposta inflamatoria normal esdevé excessiva, llavors el resultat final pot
ser el part prematur. En aquest sentit la resposta immunologica materna, més que 1’agent

infeccios en si, €s la que mitjancia el part preterme.
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1.4.3.3. El TNF-a com a mitjancer del part preterme

Un dels primers investigadors que va suggerir que la infeccidé amnidtica podia
provocar un increment de les citocines en el liquid amnidtic va ser Romero (1989b), el qual
en un estudi va relacionar I’APP amb la infeccidé amnidtica subclinica, amb la hipotesi que
I’inici del part estava propiciat per factors endogens (citocines) que s’activaven davant
d’una infeccio. Els resultats de I’estudi van confirmar que el TNF-a in vitro augmenta la
produccid de prostaglandines en un cultiu de cel-lules d’amni huma i que aquest augment
era dosidependent; a més quantitat de TNF-a més produccié de prostaglandines. D’altra
banda, en aquest mateix estudi es va observar que el TNF-a només es detectava en liquid
amniotic de gestants amb APP i infeccid amniotica (no es va detectar en gestants a terme,
en gestants a terme que estaven amb treball de part ni en gestants amb APP sense infeccio).
Amb les dades obtingudes en aquest estudi, Romero va elaborar un model en el qual I’inici
del part en aquest grup de pacients es desencadenava en activar les endotoxines la
produccioé de TNF-a pels macrofags que es troben en la decidua. Al mateix temps, el TNF-
o estimula la produccié de prostaglandines per la decidua, I’amni i el cori; encara que el
TNF-a és només un dels molts mitjancers que poden actuar en aquest procés. Molts altres
treballs publicats posteriorment han corroborat aquesta hipotesi: aixi, per exemple Hillier i
col-laboradors (1993) en un estudi amb pacients afebrils, membranes integres i APP abans
de la setmana 34 de gestacio van concloure que I’increment de citocines, entre les quals el
TNF-a, en liquid amnidtic estava relacionat amb part prematur, infecci6 del liquid

amniotic 1 corioamnionitis histologica.

El TNF-o 1 altres citocines poden, per tant, ser els intermediaris del
desencadenament del part preterme associat a infeccidé mitjancant la induccio de la
produccio de prostaglandines. Tanmateix, aquesta hipotesi pot també aplicar-se al part
normal. Diferents estudis com el realitzat per Laham i col-laboradors (1994) van
determinar la preséncia de TNF-a en liquid amniotic de mostres obtingudes durant el
segon i el tercer trimestre d’embaras. La concentracid, a més, d’aquesta citocina
incrementa significativament durant la gestacid, i se n’obtenen els nivells més alts en els
casos de part preterme. En el mateix estudi en canvi, no es troben diferéncies en la
concentracio plasmatica de TNF-o associat a I’embaras, a I’increment de 1’edat gestacional
o amb el desencadenament del part ja sigui a terme o preterme. Aquesta absencia de canvis

en la concentracié de TNF-a en plasma matern és consistent amb 1’acci6 local o paracrina
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d’aquesta citocina. Els autors conclouen que el TNF-a intrauteri pot tenir una funcio
important tant en els processos de maduraci6 al final de la gestacié com en els processos

associats al desencadenament 1 progressié del part.

Pel que fa a I’origen tissular del TNF-a, les dades obtingudes de diferents estudis
estableixen la placenta i la decidua com les fonts intrauterines de TNF-a. Casey 1
col-laboradors (1989) demostren que el TNF-a és secretat principalment per cél-lules
deciduals purificades 1 en una quantitat menor pel citotrofoblast. La secrecié d’aquesta
citocina incrementa amb el tractament amb LPS. Vince i col-laboradors (1992) van
demostrar que el TNF-a es produeix constitutivament a la decidua i a les vellositats
corioniques durant I’embaras. Utilitzant poblacions purificades mitjangant citometria de
flux, aquests autors determinen que la produccié de TNF-a es localitza exclusivament en
els macrofags de la decidua i de les vellositats corioniques. Aquests mateixos resultats van
ser posteriorment corroborats per Steinborn i col-laboradors (1998a). Paral-lelament, es va
determinar que el receptor TNFR-p55 s’expressa en el sinciciotrofoblast, en les cél-lules
endotelials vasculars i en algunes cel-lules deciduals i cel-lules de I’estroma placentari. El
receptor p75 és també expressat per cel-lules endotelials vasculars i per algunes cél-lules

estromals i deciduals; en canvi, no s’expressa en sinciciotrofoblast (Austgulen R i col-l., 1992a).

1.4.3.4. Tractament de la infeccio per a la prevencio del part preterme

En els anys 70, es va observar que el tractament prolongat amb tetraciclina, iniciat
en el segon trimestre, reduia la freqiiéncia de parts preterme tant en dones amb bacteriuria
asimptomatica com en les que no en tenien. Aquest tractament va caure en desus a causa

dels problemes dentals 1 a la displasia Ossia dels infants (Elder HA i col'l., 1971).

En els darrers anys, els assaigs clinics de tractament prenatal per a la prevencio del
part prematur s’han centrat en la vaginosi bacteriana, amb resultats interessants pero alhora
contradictoris. El conjunt de resultats suggereix que en dones amb antecedents de part
prematur anterior i amb vaginosi bacteriana diagnosticada en el segon trimestre, el
tractament durant una setmana o més amb metronidazole oral redueix significativament la
incidéncia de parts preterme (Hauth JC i coll, 1995). No es produeix una reduccid
significativa dels parts preterme quan els antibiotics s’administren vaginalment, quan el

tractament ¢és de durada curta o els régims d’administracié no inclouen metronidazole 1
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quan les dones tractades son de baix risc (definit com no haver tingut un part preterme

anteriorment) (Carey JC i col'l., 2000; Vermeulen G i col-1., 1999).

Per a dones amb membranes integres i amb simptomes de part preterme, el
tractament amb antibiotics normalment no atura el part, ni redueix el risc de part preterme
ni millora el pronostic neonatal (Gibbs RS i col-l, 1997). En aquests estudis les dones van ser
tractades amb penicil-lina i cefalosporina o eritromicina. Aixd no obstant, en dos petits
assaigs randomitzats 1’administracié prolongada de metronidazole juntament amb
penicil-lina resulta en una reduccid en el nombre de parts preterme, en un augment de 200-
300 g en la mitjana de pes de naixement i en una reducci6 de la morbiditat neonatal. Els
resultats d’aquests estudis, pero, s’han de prendre amb precaucié ja que el nombre de
pacients inclosos €s molt baix i també perqué podria comportar 1’is excessiu d’antibiotics

durant I’embaras (Norman K i col-1., 1994; Svare J i col'l., 1997).

En els casos de dones amb ruptura prematura de membranes, la prevenci6 del part
preterme no €s una finalitat raonable. Tanmateix, en aquestes pacients el tractament amb
antibiotics durant una setmana o més incrementa significativament el temps al part, redueix
la incidéncia de corioamnionitis i millora la morbiditat neonatal (Mercer BM i col'l., 1997). De
manera similar, en dones portadores d’estreptococ del grup B en la vagina el tractament
amb penicil-lina durant el part redueix el risc de seépsia neonatal; en canvi, no redueix la

incidéncia de part preterme.

1.4.3.5. Conseqiiéncies neonatals de la prematuritat

Les alteracions que poden aparcixer en un prematur depenen fonamentalment del
grau de prematuritat, que s’associa amb [’edat gestacional. Els principals trastorns

precocos que solen aparéixer ja en la primera setmana son els segiients:

o Control deficient de la termoregulacio amb tendéncia a la hipotérmia.

o Lesions encefaliques relacionades amb 1’anoxia i ’hemorragia intraventricular.

o Trastorns cardiocirculatoris, amb gran tendencia a l'hipotensido i possibilitat de
persisténcia del ductus.

o Alteracions metaboliques: hipoglucémia i hiperglucémia, hipernatrémia 1 hipo-
natrémia, hipoclorémia, hiperpotassémia, hiperazoémia, hiperamoni¢mia, hiperbilirubi-

némia, acidosi, etc.
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o Trastorns digestius 1 dificultat d’alimentaci6, que pot provocar malnutricié i altres
afeccions (ili paralitic, tap meconial, enterocolitis necrosant).

e Predisposicio a les infeccions (sépsia, pneumonia, etc).

Entre els trastorns o complicacions que apareixen meés tard s’han descrit la
retinopatia del prematur, I’anémia del prematur, I’osteopénia del prematur, la displasia
broncopulmonar i seqiieles neurologiques com ara la hidrocefalia posthemorragica, la

leucomalacia periventricular, el retard mental i alteracions sensorials.
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1.4.4. El TNF-a en la sépsia neonatal de transmissio vertical i en el xoc

septic

La sépsia continua contribuint en gran mesura a la morbiditat i mortalitat durant el
periode neonatal. El diagnostic precog¢ 1 un tractament adequat redueixen notablement la
morbimortalitat del procés. Aixd no obstant, I’expressidé clinica en els nounats és
inespecifica 1 la confirmaci6 de I’existéncia d’infeccid mitjangant I’aillament dels
microorganismes en liquids corporals requereix temps. Es per aquest motiu que la deteccid

rapida i fiable d’aquest procés segueix sent un repte en la perinatologia actual.

* Definicions:

Els investigadors han estratificat 1’espectre clinic de la sépsia en diferents
categories: la bacteriemia, la sindrome de la resposta inflamatoria sistémica (SIRS), la
sepsia, el xoc septic 1 la sindrome de la disfuncié multiorganica (MODS). El concepte de
SIRS es va desenvolupar per designar una resposta clinica derivada d’una agressio greu no
especifica que inclou diferents entitats com per exemple una infeccio, trauma, sindrome del
destret respiratori, neoplasies, cremades i1 pancreatitis. La SIRS es defineix per la preséncia
de dues o més de les variables definides a la taula 1.6. La sépsia és una resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) a una infeccid. La seqiiela de la SIRS/sepsia és la MODS la
qual es pot definir com un fracas en el manteniment de 1’homeostasi sense intervencio
medica. La MODS primaria ¢€s el resultat directe d’una agressié ben definida, mentre que
la MODS secundaria es desenvolupa no com una resposta directa a un estimul, sin6 com a

conseqiiéncia de la resposta de 1’hoste.

Existeix una continuacio des del desenvolupament de la SIRS 1 I’inici de la sépsia i
la progressio cap a xoc septic i MODS, tot i que és important remarcar que el diagnostic de
SIRS té poca especificitat per a la prediccié de sépsia i xoc séptic. S’ha observat que
aquest sistema de classificacio prediu la mortalitat d’una forma progressiva, aixi, segons
dades obtingudes de poblacié adulta, la mortalitat en la SIRS és del 7%, del 16% en la

sépsia, del 20% en la sepsia greu i del 46% en el xoc séptic (Rangel-Frausto MS i col'l., 1995).

S’anomena sépsia neonatal la sépsia que es manifesta dins dels primers 28 dies de
vida. Classicament es diferencien dos patrons de malaltia de caracteristiques
epidemiologiques diferents: les sépsies de transmissié vertical 1 les de transmissio

horitzontal, que generalment son nosocomials. Es considera s¢psia vertical quan 1’edat de

50



introduccio

debut de la malaltia és inferior a les 72 hores de vida, si bé, pot iniciar-se passats els tres
primers dies de vida sempre que es compleixin les premisses segiients: preséncia de factors
de risc de transmissio vertical, alteracions biologiques compatibles i abséncia de factors de

risc de transmissid nosocomial.

Taula 1.6. Definicions.

Bacteriémia: presencia de bacteris viables en la sang

Sindrome de la resposta inflamatoria sistémica (SIRS): sindrome clinica que
representa la resposta de 1’organisme a una amplia varietat d’agressions i que es
manifesta per la preséncia almenys de dues de les condicions segiients:

1. Temperatura > 38°C 0 <36°C

2. Taquicardia (freqiiencia cardiaca > 160 pulsacions/minut en menors de 2 anys i
> 150 pulsacions/minut en majors de 2 anys o una paCO, < 32 torr)

3. Taquipnea (freqiiéncia respiratoria > 60 inspiracions/minut en menors de 2 anys
1> 50 inspiracions/minut en majors de 2 anys)

4. Recompte leucocitari > 15.000 leucocits/pl o < 4.000 leucocits/ul o > 10% de
neutrofils immadurs

Sépsia: resposta inflamatoria sistémica a la infeccidé que es manifesta per la preséncia de
dos o més dels criteris per SIRS.

Sépsia greu: sepsia associada amb hipotensio (TA sistolica < percentil 5 per cada edat o
un descens > 40 mmHg respecte de la TA sistolica basal) 1 afectaci6 o alteracions de la
perfusi6 d’algun organ. Els signes d’hipoperfusié generalitzada inclouen, perd no estan
limitats a acidosi lactica (lactat vends > 2 mmol/l), oligtria, hipoxémia o alteracions
mentals agudes.

Xoc séptic: sépsia greu amb hipotensid, que no respon a la infusié de liquid, 1 preséncia
d’alteracions de la perfusio o afectacié d’algun organ.

Els pacients que reben agents inotropics o vasopressors s’inclouen sempre en aquesta
categoria.

Sindrome de disfuncié multiorganica secundaria a sépsia (MODS): afectacido o
insuficiéncia organica en pacients greus que no poden mantenir 1’homedstasi sense
intervencidé medica. Es caracteritza per qualsevol combinaci6 de coagulacid
intravascular disseminada, sindrome del destret respiratori de ’adult, insuficiéncia renal
aguda, alteracions hepatobiliars agudes o alteracions agudes de I’estat mental.

De ["American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference. Les
modificacions per pediatria s’han basat en Jafari i McCracken. Pediatr. Infect. Dis. J. 1992; 11:739-749.
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1.4.4.1. Epidemiologia de la sepsia neonatal vertical

En la sepsia de transmissio vertical, el contagi es produeix per via ascendent al final
de la gestacio o bé per contacte amb les secrecions vaginals contaminades en el moment
del part. La taxa de transmissio depén del microorganisme, del grau de colonitzacié (mida
de I’inocul), del nombre de parts afectades (recte, vagina, orina), de la susceptibilitat de
I’hoste, aixi com de factors socioeconomics, de les practiques obstétriques i1 de la salut i
nutricio de la mare, entre altres. A més, hi ha un conjunt de situacions obstetriques que es
consideren factors de risc d’infeccid neonatal:

- Part preterme o baix pes de naixement.

- Trencament patologic de les membranes fetals que comprén la ruptura

prematura o el trencament perllongat de més de 18 hores.

- Colonitzacié vaginal per microorganismes patogens (els més habituals son

I’estreptococ beta-hemolitic del grup B i Escherichia coli).

- Sospita de corioamnionitis.

- Vaginosi bacteriana.

- Part traumatic.

- Hipoxia fetal.

= [Incidéncia

La incidéncia de la sépsia neonatal vertical varia entre els diferents hospitals i
també amb els anys. En el nostre hospital la incidéncia de la sépsia vertical observada entre
els anys 1988 1 1996 va ser del 6%o dels nadons vius, amb variacions de 1’1,3%o fins al
9,1%o0, segons els anys. La incidencia de sepsies verticals amb hemocultiu positiu va ser
del 2,3%o durant el mateix periode d’estudi (comunicacié personal Dr. Natal, cap de la
Seccid de Neonatologia). De forma similar, en I’estudi del Grup Castrillo (1997) la
incidéncia de sepsia vertical demostrada entre els anys 1995-97 va ser del 2,5%o dels
nounats vius, també, Lopez Sastre 1 col-laboradors (1997) de I’Hospital Central d’ Asturies
publiquen dades d’incidéncia del 3,3%o (periode 1992-96) amb un 6,3%0 de sépsies
cliniques durant I’any 1996.

La incideéncia de la sépsia vertical és molt superior en els nadons amb pes inferior

als 1.500 g. A tall d’exemple, en ’estudi de 1’Hospital Central d’Astuaries la incidéncia
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observada de sepsia vertical demostrada en nadons de < 1.500 g, va ser del 40,8%o.

La taxa de mortalitat en la sépsia vertical oscil-lava entre el 15-50%, encara que
amb una tendencia a disminuir progressivament. Entre els anys 1988 i 1997, en el nostre
hospital es va estimar que la sépsia vertical era la responsable del 23% de la mortalitat
neonatal (Almazan F i col‘l., 2000). Altres estudis com el del Grup Castrillo situen la
mortalitat per sépsia vertical en un 8,7% (30,6% en nadons de pes < 1.500 g) i en un 10,3%

(33,3% en nadons de pes < 1.500 g) en I’estudi realitzat a ’Hospital Central d’Astlries.

Es important assenyalar que les dades presentades en aquest apartat s’han obtingut
d’estudis anteriors a 1’any 1997, periode en el qual vam dur a terme aquest treball. La
situacid, tant pel que fa a la incidéncia com a la mortalitat de la sépsia vertical, ha canviat
significativament a partir de I’any 1998 amb la instauracio del protocol de profilaxi de la
infeccio per SGB. Des del 1998 al 2000, en el nostre hospital, la incidéncia de la sépsia
vertical demostrada ha disminuit fins al 0,3%o dels nounats vius, amb una mortalitat del 0%

(Sitja N i colL, 2001).

La situacio en els paisos en vies de desenvolupament és, perd, molt diferent. Els
pocs estudis, basats en les dades hospitalaries de que es disposa, situen la incidéncia de la
sépsia neonatal entre el 2%o 1 el 21%o dels naixements vius amb una mortalitat de I’1-69%
(la majoria dels estudis descriuen una mortalitat superior al 30%). Utilitzant aquestes dades
1 I’estimacié de les Nacions Unides aproximadament de 126.377.000 naixements per any
en els paisos en desenvolupament, es pot calcular que el nombre de casos de sépsia
neonatal és al voltant d’uns 750.000 per any. Cal tenir en compte que la majoria de
naixements en aquests paisos es produeixen a casa, a més de la manca d’assisténcia meédica
en cas de malaltia per la qual cosa és indubtable que aquestes dades d’incidéncia i

mortalitat son només una infravaloraci6 del nombre real d’aquestes infeccions.

= Etiologia

L’etiologia de la s¢psia vertical ha anat canviant al llarg dels anys. Entre el 1965 1
el 1975, el bacteri que més freqiientment s’aillava era Listeria monocytogenes.
Posteriorment, fins a principis dels anys 80 va predominar E. coli i des d’aleshores han
anat incrementant les infeccions verticals per Streptococcus agalactiae o SGB. Freedman 1

col-laboradors, I’any 1981, van revisar ’etiologia de la sepsia vertical durant un periode de
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50 anys (1928-78) 1 van observar que fins a I’any 1966 1’aillament de SGB era excepcional
mentre que del 1966 al 78 va ser responsable del 32% de les seépsies neonatals. Gladstone i
col-laboradors (1990) amplien la revisi6 fins a Iany 1988 i observen que el SGB és

responsable del 37% de les sepsies.

Sembla evident que en els darrers anys les infeccions neonatals per SGB han anat
incrementant fins a convertir-se en el principal microorganisme responsable de les sepsies
verticals. En el nostre hospital, entre els anys 1988 1 1996, I’'SGB va ser el causant del
59,5% de les sépsies verticals, freqliéncia molt similar a les trobades pel Grup Castrillo

(51%) i ’Hospital Central d’ Asttries (56,4%).

Aquest augment de la infeccid per SGB té relacié amb la taxa de colonitzacid
vaginal materna en el moment del part. Als EUA oscil‘la entre el 10-29% i a Espanya entre
el 7,1 iel 16,5%. Es calcula que entre el 50-75% dels nadons de mares portadores de SGB

s’infecten i que 1’1-2% desenvolupen la malaltia (Anthony BF i col'l., 1978).

1.4.4.2. Fisiologia de la inflamacio

La capacitat innata de I’organisme per defensar-se es basa en tres elements: barreres
externes que eviten la invasi6 i el dany dels teixits, sistemes no especifics contra patogens

externs 1 resposta als patogens antigenoespecifica.

La inflamaci6 és la resposta inicial no especifica de I’organisme al dany tissular
produit per estimuls mecanics, quimics o infecciosos. La inflamacié és una resposta
cel-lular i humoral controlada que s’amplifica rapidament: les cascades del complement, de
les citocines, de la coagulacid i1 de la fibrinolisi s’activen en tandem amb 1’activacié dels
fagocits 1 de les cel-lules endotelials (Collins FM, 1978). Aquesta resposta local es pot
considerar beneficiosa sempre que el procés inflamatori estigui regulat de forma apropiada

per tal de mantenir les cél-lules i els mitjancers segrestats.

En el procés inflamatori hi ha quatre esdeveniments principals: la vasodilatacio, un
increment de la permeabilitat microvascular, activacid i adhesi6 cel-lular 1 coagulacio. La
vasodilatacid i I'increment de la permeabilitat microvascular en el lloc on s’ha produit el
dany incrementa la disponibilitat local d’oxigen i nutrients i produeix calor, inflor i edema
tissular. Els canvis hemodinamics locals donen lloc als quatre simptomes classics associats
a la inflamacié local: eritema, edema, calor i dolor. La resposta fisiologica normal a

54



introduccio

I’estres 1 al dany té com a conseqiiéncia una serie de canvis cardiovasculars (augment de la
freqliencia cardiaca, de la contractilitat i del rendiment cardiac) i canvis neuroendocrins
(increment de 1’alliberacid de catecolamides, de cortisol, d’hormona antidiiirética,
d’hormona del creixement, del glucagd i de la insulina). Es produeix, també, un increment
en el requeriment de fluid degut al tercer espai. El principal canvi metabolic que s’esdevé
com a resposta a la inflamaci6 és un increment inicial en el consum d’oxigen. La diferéncia
arteriovenosa en el contingut d’oxigen romandra igual sempre que la pressio de perfusio es
mantingui; no obstant aixo, el metabolisme anaerdbic contribuira a I’homedstasi en cas que
I’organisme no arribi a compensar el déficit d’oxigenacio (Dantzker DR i col-l,, 1991). L’efecte
maxim d’aquests canvis fisiologics locals 1 sistémics succeeix al cap de 3-5 dies de
I’estimul inicial 1 decau als 7-10 dies. Clinicament, la disminucié progressiva del
requeriment de fluid del tercer espai i una tendéncia descendent en el pols i la temperatura

seguit de diliresi espontania indiquen una millora en el curs de la clinica.

Les citocines, principalment el TNF-a, I’'IL-1, I’IL-6, els interferons i els CSFs, son
els missatgers fisiologics de la resposta inflamatoria mentre que els efectors cel-lulars son
els polimorfonucleocits (PMN), els monocits/macrofags i les cel-lules endotelials.
L’activacio leucocitaria dona lloc a una major agregacié dels leucocits i infiltracio tissular

alhora que incrementen la producci6 de citocines i altres mitjancers de la inflamacio.

Les cel-lules endotelials exposades a aquest ambient ric en factors humorals 1
factors derivats dels leucocits esdevenen també activades i comenga 1’expressid de
diferents molecules d’adhesid i de receptors de superficie juntament amb la sintesi i
secreci6 de citocines addicionals i segons mitjancers de la inflamacié com prostaglandines,
leucotriens, tromboxans, factor d’activacié plaquetari (PAF), radicals Iliures d’oxigen, oxid
nitric 1 proteases. Alguns d’aquests mitjancers secundaris de la inflamacid sén també
sintetitzats pels leucocits. La presencia de cel-lules endotelials activades i d’un medi amb
major concentracié de citocines dona lloc a ’activaci6 de les cascades de la coagulacio
dirigides a la formaci6 de trombes locals que minimitzaran la pérdua de sang i facilitaran la
compartimentacio dels teixits danyats, en un intent d’aillar fisiologicament les arees

inflamades.
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1.4.4.3. Fisiopatologia de la sindrome de la resposta inflamatoria sistemica

La inflamacié localitzada és una resposta fisiologica protectora que generalment
controla 1’organisme en el lloc on s’ha produit el dany. La perdua d’aquest control local
dona lloc a una resposta sistémica exagerada que clinicament s’identifica com a SIRS. RC.
Bone (1996) va proposar que la SIRS es desenvolupa en tres estadis. En I’estadi I, en
resposta a una agressio o a un dany, ’ambient local produeix citocines destinades a
provocar una resposta inflamatoria, reparar la ferida i reclutar cél-lules del sistema
reticuloendotelial. En I’estadi II, s’alliberen petites quantitats de citocines a la circulacio
per potenciar la resposta local. Es recluten macrofags i plaquetes i s’estimula la produccid
de factors de creixement. S’inicia la fase aguda de la resposta la qual esta altament
controlada per una reduccié simultania de la produccié de citocines proinflamatories i
I’alliberacié de mitjancers antagonistes. Aquests mitjancers mantenen la resposta
inflamatoria inicial controlada amb una disminucié de la produccio de citocines i alhora
contrarestant els efectes de les citocines ja alliberades. Aquest procés continua fins que la
ferida es cura, la infeccio es resol i es restableix 1’homeostasi. Ocasionalment, 1’homeostasi
no es restableix, amb la qual cosa comen¢a 1’estadi III (SIRS). Amb la pérdua de
I’homeodstasi comenga una reaccid sistémica massiva on els efectes de les citocines
esdevenen destructius més que no pas protectors. La gran quantitat de mitjancers
inflamatoris estimulen nombroses cascades humorals 1 donen lloc a una activacio
sostinguda del sistema reticuloendotelial amb péerdua de la integritat de la microcirculaci6 i

dany a diferents organs distals.

Les manifestacions essencials de la SIRS son la vasodilatacid, la disminucio de les
resisténcies vasculars sistémiques, mala distribucid del flux sanguini, depressid
miocardica, hipotensi6 arterial, defecte d’extraccid d’oxigen en els teixits, disminucio del
consum d’oxigen i acidosi lactica. Tot i que els canvis en el flux i la permeabilitat en una
area localitzada incrementen [’aportacidé de nutrients, una vasodilatacio sistemica
descontrolada produeix un descens sostingut de la resisténcia vascular i la hipotensié que
comporten un estancament de liquids en la periféria; aixo, juntament amb I’increment de la
permeabilitat vascular dona lloc a I’extravessament de gran quantitat de liquid als teixits i a
la formaci6 d’edema. Paral-lelament es produeix una depressio de la contractilitat deguda
possiblement a un efecte paracri de 1’0xid nitric i al dany (no oclusiu) de la

microvasculatura coronaria i dels miocits (Quezado ZM i coll, 1992). La vasodilatacio
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juntament amb la microembolitzacidé per agregacio leucocitaria fa que hi hagi una mala
distribuci6 del flux sanguini que pot comportar la hipoperfusié d’alguns organs i alhora
interferir amb els processos de difusido de 1’oxigen a les cel-lules. La lesid endotelial
augmenta la permeabilitat microvascular i dona lloc a I’edema que interfereix encara més
en els processos de difusié de 1’oxigen comprimint capil-lars i augmentant les distancies de
difusio. La conseqiiéncia d’aquestes alteracions és la incapacitat dels teixits per extreure
I’oxigen que necessiten tot i que existeixi un rendiment cardiac normal o elevat. Al mateix

temps, s’inicia el metabolisme anaerobic el qual dona lloc a I’acidosi lactica.

A D’inici del procés de la SIRS, gran quantitat de leucocits esdevenen adherents per
a les cel-lules endotelials activades de les parets vasculars i poden arribar a interrompre el
flux microcirculatori (Hinshaw LB, 1996). L’adheréncia leucocitaria esta relacionada amb un
increment en el nombre de molécules d’adhesio presents en les cél-lules endotelials. El
TNF-a, ’IL-1 i altres mitjancers de la inflamacié estimulen 1’expressio en les cél-lules
endotelials de més i noves molecules d’adhesio. A més de la interrupcidé mecanica del flux
microcirculatori, els leucocits activats poden danyar les cél-lules endotelials adjacents 1 el
teixit extravascular circumdant. EI TNF-a 1 I’IL-1 estan considerats mitjancers primaris
proinflamatoris i inductors d’un ampli conjunt de mitjancers secundaris de la inflamacio.
Les cél-lules endotelials activades expressen nombrosos factors (ex. factor tissular,

tromboxa, etc.) que transformen 1’ambient inicialment neutre cap a procoagulant.

Aquestes respostes sistémiques, potencialment danyines, en la SIRS contribueixen
al desenvolupament de grans canvis fisiopatologics en diferents organs, els quals es
consideren els principals factors etiologics del desenvolupament del xoc séptic, de la
sindrome de la coagulacio intravascular disseminada (Gando S i col-l, 1996), de la sindrome
del destret respiratori dels adults i d’altres disfuncions organiques que donen lloc a la
MODS. Lligat a aquest fracas organic es produeixen efectes metabolics els quals
produeixen febre, hipermetabolisme, anore¢xia, catabolisme de proteines, caquexia i

alteracié del metabolisme dels greixos i de la glucosa (Souba WW, 1994).

1.4.4.4. Mitjancers de la sindrome de la resposta inflamatoria sistemica

El desenvolupament de la sépsia esta relacionat amb una complexa interacci6 de

mitjancers lipidics, proteics i possiblement carbohidrats. Malgrat la gran varietat de
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mitjancers implicats en el desenvolupament de la sépsia, les citocines son els factors

decisius que determinen la fisiopatologia d’aquesta malaltia.

La resposta de mitjancers en la SIRS es pot dividir en quatre fases: induccio,
estimulacid de la sintesi de citocines, evolucid de la cascada de citocines i elaboracid de
mitjancers secundaris amb el consegiient dany cel-lular. Dels nombrosos mitjancers que
operen en la SIRS/sépsia, els que mostren una major influéncia soén el TNF-a, I’'IL-1 1 I’IL-
6. Tant en humans com en models de sépsia en animals d’experimentacio, les citocines se
secreten de forma seqiliencial i donen lloc a una cascada de citocines. Aquesta cascada
s’inicia quan un estimul indueix la produccid i secrecid de les citocines primaries que
inclouen el TNF-a i I'IL-1, els quals intervenen en la majoria d’alteracions fisiologiques
caracteristiques de la sépsia. Aixi, infusions de TNF-a. o d’IL-1 indueixen xoc séptic en
diferents models d’experimentacié animal; a més, alguns inhibidors d’aquestes citocines
poden revertir algunes de les manifestacions cliniques de la sépsia experimental. Les
citocines primaries estimulen la produccio6 de citocines més tardanes com ara I’IL-6 1 I’IL-

8 que intensifiquen i perpetuen la resposta inflamatoria.

Tanmateix, les dades sobre la utilitat d’aquests mitjancers com a marcadors de la
infeccid no sén coincidents. Cal tenir en compte que a més de la cascada de citocines
proinflamatories, durant la resposta inflamatoria s’activa, també, la produccid de citocines
neutralitzadores o antagonistes com els sSTNFR i els IL-1R, que modifiquen la resposta
inflamatoria de I’hoste. Les manifestacions cliniques de la seépsia estan determinades per la
complexa xarxa d’interaccions entre citocines proinflamatories i citocines anti-
inflamatories. Actualment es disposa de poca informacié sobre la cinética de la produccio
de les diferents citocines i dels seus inhibidors, aixi com de les interaccions in vivo 1 de les

conseqiieéncies cliniques que se’n deriven.

1.4.4.5. El TNF-a en la sindrome de la resposta inflamatoria sistémica

Tal com s’ha assenyalat anteriorment el TNF-a és un dels mitjancers primaris de la

resposta inflamatoria (Strieter RM i col'1., 1993).

La infusié de TNF-a recombinant en humans dona lloc a SIRS amb febre, canvis
hemodinamics, leucopénia i coagulopatia (Chapman PB i coll., 1987; Sherman ML i col‘l., 1988;

van der Poll T i col'l, 1990). En estudis utilitzant models animals 1’administraci6 de TNF-a
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causa hipertensio pulmonar, hipoxémia, descens de la complianga pulmonar i increment de
la permeabilitat microvascular dels pulmons (Johnson J i coll., 1989; Wheeler AP i col-l, 1990).
En models animals i humans de sépsia induida amb endotoxina, la produccié de TNF-a
s’activa rapidament; aixi, Michie 1 col-laboradors (1988) van observar que després d’haver
administrat endotoxina d’E. coli a voluntaris sans les concentracions de TNF-a
incrementaven significativament i arribaven a un maxim als 60-90 minuts, moment en el
qual comengaven a aparcixer els simptomes anteriorment descrits. Contrariament, la
immunitzacié passiva de ratolins amb anti TNF-a prevé 1’endotoxémia letal (Beutler B i
col-l, 1985a). Aixi mateix, els ratolins modificats genéticament, deficients per al gen que

codifica pel TNF-a, son resistents al xoc séptic induit per 1’endotoxina.

El TNF-a té un paper significatiu en la coordinacid de la resposta inflamatoria i en
I’activacid de la cascada de citocines. In vitro, el TNF-a és un potent inductor d’altres
citocines com ara I’IL-1p, I'IL-6 1 I’IL-8. En monos injectats amb E coli, el tractament amb
anticossos anti TNF-o disminueix la produccié d’IL-1p, IL-6 i IL-8, a més de reduir la

morbiditat i la mortalitat (Fong Y i coll., 1989; Redl H i col'l., 1993; Tracey KJ i col'l., 1987).

En pacients amb sépsia es detecten concentracions elevades de TNF-a i,
generalment, correlacionen amb la gravetat i I’evoluci6 de la malaltia. Endo 1
col-laboradors (1992) van observar un increment de les concentracions de TNF-a, IL-1f,
IL-6 1 IL-2 en plasma de pacients amb xoc séptic comparat amb les de pacients amb sépsia
o amb els controls sans. Igualment, Waage 1 col-laboradors (1987) van trobar un augment
de la concentraci6 en serum de TNF-a en 10 dels 11 pacients que van morir per
meningococcemia, mentre que nomeés 8 dels 68 supervivents tenien concentracions
similars. Contrariament, alguns estudis no han pogut demostrar que 1’elevacio inicial de les
concentracions de TNF-o prediu 1’evolucié clinica. Per exemple, LC. Casey 1
col-laboradors (1993) descriuen que les concentracions de TNF-a, IL-1f3, IL-6 1 endotoxina
en pacients amb sepsia estan augmentades en comparacié amb les de pacients ingressats a
la unitat de cures intensives sense sépsia, pero les concentracions de TNF-a no prediuen la
mortalitat de forma independent. En aquest estudi tan sols el 54% dels pacients amb sépsia

tenien concentracions detectables de TNF-a en plasma.

Altres estudis han demostrat que 1’elevacid persistent de la concentracido de TNF-a
¢s un factor pronostic de mala evolucid clinica en pacients amb sépsia. Martin i
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col-laboradors (1994) avaluen les concentracions plasmatiques seriades de TNF-a i d’IL-6
en 30 pacients amb xoc séptic. Tots els pacients presentaven concentracions plasmatiques
elevades tant de TNF-a com d’IL-6. Els no supervivents tenien uns nivells de TNF-a
persistentment més elevats que els supervivents i en canvi, no es van observar diferéncies
en les concentracions d’IL-6. Pinsky 1 col-laboradors (1993) demostren que les
concentracions de TNF-a 1 d’IL-6 son més altes en els pacients amb xoc septic 1 que la
persisténcia de TNF-a 1 d’IL-6 en serum més que un pic en les concentracions és un factor

de mal pronostic en pacients amb xoc.

Pel fet que la produccio de TNF-a es pot induir rapidament amb endotoxina, que la
seva administracid causa un estat de sepsia, que pot activar la produccié d’altres mitjancers
1 que la seva concentracid esta augmentada en els pacients amb sepsia, es pot considerar al

TNF-o com un mitjancer central de la sépsia.

1.4.4.5.1. Efectes proinflamatoris del TNF-a
= Efectes en les cél-lules endotelials

El TNF-a exerceix diferents efectes en les cel-lules endotelials que sén capagos de

modificar diversos sistemes. Les alteracions més importants inclouen:

a) Coagulaci6. El TNF-o estimula 1’alliberaci6 dels factors tissulars, PAF (factor
activador plaquetari) i von Willebrand, la qual cosa promou la formacié de coaguls i, per
tant, la trombosi. A més, el TNF-a inhibeix la sintesi i alliberament de la trombomodulina
1 aix0 ocasiona una activacid defectuosa de la trombina per la proteina C amb la
subsegiient disminucidé de les propietats anticoagulants de la superficie endotelial. La
fibrinolisi esta inhibida pel TNF-a mitjancant la inhibicié de 1’alliberacié del factor tissular
activador del plasminogen, que és essencial per a la conversio del plasminogen a la
proteasa activa plasmina la qual pot dissoldre la fibrina dels trombes. El TNF-a limita
tamb¢ la fibrindlisi mitjangant 1’alliberament de factors inhibidors del plasminogen com la
PAI-1. Aquests efectes procoagulants serveixen per aillar el focus de la infeccio de la
circulacid sistémica. Alternativament, els mateixos efectes a una escala més gran poden
afavorir el desenvolupament de la coagulacid intravascular disseminada (Clauss M i col'l.,

1992).

60



introduccio

b) Adhesio cel-lular. La mobilitzacido dels leucocits cap a les zones infectades
requereix la seva uni6 a la superficie vascular. En preséncia de TNF-a, diferents classes de
molecules d’adhesid incrementen la seva expressido o bé son sintetitzades de novo a la
superficie de les cel-lules endotelials. Per exemple, el TNF-a indueix 1’expressio de la
molecula-1 d’adhesid6 intercel-lular (ICAM-1), de la molecula-1 d’adhesi6 leucocit-endoteli
(ELAM-1), de la molécula-1 d’adhesi6 de cel-lules vasculars (VCAM-1) i de la selectina E
(Gamble WB i col1., 1992).

c) Quimiotaxi/Transmigracio. Després de la uni6 a I’endoteli, els leucocits han de
deixar el compartiment vascular per combatre de forma efectiva els patogens. In vitro, el
TNF-a estimula I’alliberacié de quimiocines necessaries per a la transmigracio. In vivo,
causa la marginacié dels neutrofils, la qual cosa explica el descens del recompte de
leucocits que s’observa després d’una infusid6 de TNF-o (Ulich TR i col, 1987). Durant la
inflamacio, 1’adhesidé s’acompanya d’una migracié cel-lular transendotelial. En alguns
casos es produeix un desequilibri entre aquests dos processos i es troba només present
I’adhesio, que dona lloc a un segrest intravascular. Els mecanismes responsables d’aquest
desequilibri no sén del tot clars, perd €s probable que hi jugui un paper 1’expressio
diferencial de molecules d’adhesi6. Sembla que es requereix de diferents classes de
molécules perqué es doni merament adhesio o bé adhesio seguida de transmigracio. També
¢és necessaria la peérdua d’algunes molécules d’adhesido per desadherir-se i assegurar la
transmigracio. Finalment, la funci6 de certs enzims ¢és essencial per determinar si la
transmigraci6 seguira o no a I’adhesid. Per exemple, la sintesi de col-lagenasa, induida pel
TNF-a (Dayer J-M i col'l,, 1985), pot modular la migracid i permetre el transit a través de la

membrana basal.

d) Altres efectes. El TNF-a activa ’alliberacid per part de les cel-lules endotelials de
prostaglandina E,, prostaciclina I,, tromboxa A,, oOxid nitric (que té un efecte
vasodilatador) i I’endotelina (vasoconstrictor). Aquests mitjancers poden exercir efectes
contraposats 1 la influéncia neta del TNF-a dependra del lloc on és produit i del 1lit
vascular amb el qual interacciona. A més dels efectes en el to vascular, aquests mitjancers
terminals dels efectes del TNF-a poden afectar 1’agregacio plaquetaria. E1 TNF-a exerceix
també efectes directes com la citotoxicitat sobre les cel-lules endotelials 1 I’increment de la
permeabilitat capil-lar (Sato N i col-l., 1986; Horvath CJ i col-l, 1988). Finalment, altres efectes

del TNF-a com la capacitat per induir reordenament dels filaments d’actina comporta
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canvis estructurals en les cél-lules endotelials 1 la perdua de les unions intercel-lulars, que

dona lloc a un increment de la permeabilitat capil-lar.

= [Efectes en el fetge

El TNF—a augmenta 1’expressiéo de proteines de fase aguda en els hepatocits i
inhibeix la biosintesi d’albimina. El TNF-a que és produit per les cel-lules de Kupffer, és
capa¢ de mitjancar aquests efectes directament o bé, induint citocines secundaries com
I’IL-1 1 ’IL-6, que poden amplificar aquestes respostes de fase aguda. Pot estimular
directament la biosintesi de lipids circulants i aquest increment en la lipogénesi pot
contribuir a la hipertrigliceridémia, freqliientment observada en la resposta de fase aguda.
El TNF-a accelera la ratio del transport d’aminoacids mitjancada pel glucagd cap a
I’interior dels hepatocits, segurament com un mecanisme de suport a la major necessitat de
substrat del fetge anabolic. Aquestes respostes mitjangades pel TNF-o promouen la
transferéncia d’aminoacids des dels teixits periférics cap al fetge i poden accelerar les

perdues de nitrogen observades en situacions cataboliques.

= Efectes en el sistema cardiovascular

La principal manifestaci6 de I’alliberacié de grans quantitats de TNF-a a la
circulacio és la hipotensid (xoc) seguida de col-lapse cardiopulmonar. El xoc és causat per
diferents efectes mitjangats pel TNF-a que inclouen un descens de la resisténcia vascular
periférica, una caiguda del rendiment cardiac i la pérdua de volum intravascular a través
del filtrat capil-lar. El TNF-a activa la sintesi d’oxid nitric en les c¢l-lules endotelials;
aquesta resposta esta implicada tant en el descens del to vascular periféric com de la funcid
cardiaca. El TNF-a és extremament toxic per als pulmons, sent un factor principal en el
desenvolupament de la sindrome del destret respiratori en adults (ARDS), una sindrome
caracteritzada per edema pulmonar, hipdxia i una alta mortalitat. L’ARDS es produeix
perque el TNF-a indueix activacido de 1’endoteli pulmonar, marginaci6é dels leucocits,
degranulaci6 dels granulocits 1 permeabilitat capil-lar, i dona lloc a la recollida de fluid

edematds en els alveols 1 impedeix una perfusid i oxigenacié adequada.
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Figura 1.10. Cadena fisiopatologica en la sépsia.
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= Efectes en la musculatura

L’exposicié dels miocits al TNF-oo déna lloc a una reduccié dels potencials
transmembrana de repos 1 a un increment del sodi intracel-lular. Aquests canvis estan
implicats en el segrest de sodi dels compartiments intravasculars (perdua del tercer espai)
que succeeix en el xoc. Les respostes metaboliques del muscul al TNF-a inclouen una
deplecio de les reserves de glucogen, un augment de 1’efluxié d’aminoacids amb una
pérdua neta de proteina, un increment de 1’efluxié de lactat i un increment inicial seguit

d’una supressio posterior dels transportadors de glucosa.
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= Efectes en el teixit adipos

N e .

lipogenesi. Per tant, el tractament d’adipocits amb TNF-a produeix una deplecio dels
lipids, un bloqueig de la captacid lipidica exogena 1 impedeix la incorporacid de glucosa en
els lipids sintetitzats de novo. Els efectes combinats del TNF-a en els adipocits 1 miocits
promou D’alliberacié d’aminoacids, lactat i1 lipids dels teixits periférics per tal d’aportar

substrats cap al fetge.
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1.5. La immunogenetica de les malalties infeccioses

1.5.1. La influéncia del component genétic

Les bases genétiques de les tendencies familiars observades a diferents malalties
infeccioses no s’han definit completament en cap cas particular. Tanmateix, els diferents
estudis epidemiologics, de bessons monozigotics i dizigotics 1 familiars indiquen que els
factors genétics de I’hoste contribueixen a la susceptibilitat per una malaltia o al tipus de
resposta immunologica, tenint en compte que els factors ambientals son també importants 1

fins 1 tot critics per al seu desenvolupament.

Es poden utilitzar diferents métodes per estimar el grau de contribucid genética de
I’hoste a les variacions en la susceptibilitat a malalties infeccioses o en la resposta
immunologica a patogens. En la literatura les malalties poligéniques s’expressen
freqiientment com un valor As; aquest factor descriu I’increment en el risc per a una
determinada malaltia en bessons comparat amb el risc de la poblacié general. En malalties
autoimmunes com la diabetis tipus I o I’esclerosi multiple aquest valor és de I’ordre de 15-
20. El calcul de As en malalties infeccioses sobreestima la importancia de la genética de
I’hoste per rad del major risc d’exposicio a la infeccido en els membres familiars si es
compara amb la poblacid general. L’estimacié de As es pot fer a partir d’estudis
epidemiologics o d’estudis en bessons i son utils per proporcionar un limit maxim de la
probable contribuci6 genética. Per a la majoria de malalties infeccioses els valors de As se

situen entre 11 10.

La quantificacié de la contribucio genetica de I’hoste es pot fer a partir d’estudis de
bessons o de nens adoptats. Sorensen i col-laboradors (1988) van realitzar un estudi sobre
les causes de mort prematura en 960 families amb nens adoptats. Es va estimar el risc dels
adoptats de morir de grups diferents de causes abans dels 58 anys d’edat. Els adoptats amb
un pare bioldgic que havia mort abans dels 50 anys per una causa infecciosa tenia un
increment en el risc relatiu de 5,8 de morir per causes infeccioses. Contrariament, la mort
d’un pare adoptiu per causes infeccioses no tenia efectes significatius en el risc de I’adoptat

per a aquest tipus de mort.
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S’han fet nombroses comparacions de la concordanga per a determinades malalties
infeccioses en bessons idéntics 1 bessons dizigotics. Una de les malalties més estudiada és
la tuberculosi, on s’ha trobat una major concordanca en bessons monozigotics que en
dizigotics (Comstock GW, 1978). En un estudi fet sobre la lepra també es troba una major
concordanga de la malaltia en bessons monozigotics (Fine PE, 1981). Exemples més recents
també han demostrat una major concordanga en la persisténcia de virus de I’hepatitis B o

d’infeccid per Helicobacter pylori en bessons monozigotics.

Aquests estudis en bessons s’han utilitzat igualment per estimar el grau de
determinacid genctica de diverses respostes immunoldgiques a patdogens infecciosos.
Jepson 1 col-laboradors (1997) van dur a terme un estudi comparatiu de les respostes
immunologiques a un grup d’antigens de la malaria i a la proteina purificada derivada de
micobacteri (PPD) entre bessons de Gambia. Es va observar 1’existéncia de marcades
diferéncies tant qualitatives com quantitatives en la resposta immunologica cel-lular i
humoral a aquests antigens. Es va trobar una alta heretabilitat de les respostes d’anticossos
1 proliferatives per a la majoria d’antigens de la malaria i per al PPD. La tipificacié de
I’HLA en bessons va permetre con¢ixer quina és la contribucio genética dels gens lligats a
I’HLA i dels gens que no pertanyen al sistema de ’'MHC. Els resultats van mostrar que els
efectes de ’MHC eren detectables en la majoria de les respostes immunologiques,
tanmateix, la major part de 1’efecte genctic en les respostes humorals i cel-lulars era

atribuible a gens no lligats a ’'MHC (Sjoberg K i col, 1992).

A més dels estudis esmentats, 1’analisi de les diferéncies interpoblacionals en la
prevalenca de la malaltia és de gran utilitat per identificar els factors genétics que poden
tenir un paper dins la malaltia. Per exemple, un estudi recent entre diferents grups ¢tnics de

Burkina Faso ha demostrat I’existeéncia de diferéncies etniques en la resposta a la malaria.

A més de la informaci6 que proporcionen del grau de determinacié genica en la
susceptibilitat a les malalties infeccioses, els estudis familiars també poden suggerir el
patré d’heréncia dels gens de susceptibilitat. Tipicament, el patré de transmissié de la
malaltia dins les families es compara amb diferents models de transmissio utilitzant
estimacions del nombre de gens involucrats, les seves freqiiéncies géniques, i si son
dominants, recessius o codominants. La majoria d’aquests estudis han trobat evidéncies
d’un unic gen que afecta la susceptibilitat en els pedigris analitzats. Aquests resultats no es

corresponen amb les dades acumulades que indiquen que la susceptibilitat a la majoria de
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malalties infeccioses sembla que €s altament poligénica. Una explicacié podria ser que
existeixi un o dos loci predominants que afectin la susceptibilitat amb diferents loci

modificadors secundaris.

1.5.2. Estudis d’associacio de gens candidats

Hi ha diferents vies per identificar gens associats a malalties. Quan els mecanismes
de la malaltia no es coneixen, les analisis de lligament de la malaltia en families poden
permetre la identificacid primer del cromosoma i després de la regié del cromosoma on
mapa el gen. En el genoma huma existeixen nombrosos marcadors polimorfics per a cada
cromosoma que es fan servir per fer les analisis de lligament en families i que permeten
localitzar els gens associats a la malaltia amb un grau de resoluci6 bastant alt. Clarament,
les analisis de lligament esdevenen més dificultoses en malalties multigéniques 1

multifactorials llevat que estiguin presents els efectes d’un nic gen principal.

Una altra via és proposar gens candidats. Aixo, pero, €s possible només quan es
coneix alguna caracteristica concreta del procés de la malaltia; en aquest sentit el gen
candidat ¢és una hipotesi que caldra ser testada. De fet, la majoria de gens candidats a
afectar la susceptibilitat o la resposta a diferents agents patogens han estat suggerits amb
els estudis dels mecanismes immunologics de les malalties infeccioses com per exemple

els gens de I’'MHC, de les citocines o dels seus receptors, etc.

Finalment, també¢ hi ha alguns exemples de gens identificats en animals que afecten
la susceptibilitat dels agents patdogens i per tant els seus homolegs humans esdevenen gens

candidats de susceptibilitat a la malaltia.

1.5.2.1. Estudis de PHLA

Malalties infeccioses com ara la tuberculosi i la lepra van ser molt estudiades en les
decades dels anys 70 i 80. Es van suggerir diferents associacions d’aquestes malalties amb
els antigens de classe I, aix0 no obstant, no es va demostrar cap associacié consistent. En
canvi, I’antigen de classe II HLA-DR2 es va associar amb susceptibilitat tant a la
tuberculosi com a la lepra, principalment en poblacid asiatica (Bothamley GH, 1989). També,
en diferents estudis amb poblaci6 india es va reconfirmar ’associacié de 1’antigen HLA-

DR2 amb la lepra (Rani R i coll., 1993).
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Els estudis més grans d’associaci6 de ’HLA amb malalties infeccioses s’han fet
amb la malaria. A Gambia ’HLA-B1*5301 i ’HLA-DRB1*1302 es van associar de forma
independent amb un menor risc de malaria greu en nens (Hill AVS i col-l. 1991). En un estudi
similar més recent de malaria a Kénya es va trobar una associaci6 protectora amb ’HLA-

DRB1*0101 pero no amb I’HLA-DRB*5301 ni amb I’HLA-DRB1*1302 (Yates SNR, 1995).

També s’han descrit diferents associacions amb les manifestacions de les infeccions
pel virus de I’hepatitis. A Gambia, ’HLA-DRB1*1302 es va associar amb una menor
persisténcia del virus de 1’hepatitis B (HBV) en els portadors (Thursz M, 1995). Dos estudis a
Europa també han demostrat que aquests al‘lels o el seu supertipus HLA-DR6 és protector
contra I’hepatitis cronica associada amb la persisténcia de I’ HBV (Hohler T i col, 1997; van
Hattum J i col-l,, 1987). L’HLA tamb¢ s’ha associat amb ’evoluci6 de les infeccions pel virus
de I’hepatitis C (HCV). G. Peano i col-laboradors (1994) i C. Zavaglia i col-laboradors
(1996) troben una menor freqiiéncia de ’'HLA-DRS en individus infectats amb HCV amb

malaltia cronica en comparacié amb malalts asimptomatics o amb controls sans.

En les infeccions per VIH, nombrosos estudis han demostrat 1’associacidé de
diferents al-lels de ’HLA amb diverses manifestacions de la malaltia. Per exemple,
I’antigen HLA-B35 i I’haplotip HLA-A1 -B8 i -DR3 s’han associat en diferents ocasions
amb una progressido més rapida de la malaltia (Itescu S i col, 1992; Kaslow RA i col, 1990) mentre

que I’HLA-B27 s’ha associat amb una progressio més lenta (Kaslow RA i col, 1996).

1.5.2.2. Les citocines com a gens candidats

Tal com ja s’ha explicat en apartats anteriors, cada tipus cel-lular t¢ un perfil de
produccio de citocines que li €s propi i que varia segons el seu estat d’activacid. Les
citocines constitueixen una veritable xarxa d’interaccions entre les diferents cel-lules
implicades dins la resposta immunologica. Els processos infecciosos i també les malalties
inflamatories o el rebuig d’organs son situacions en el curs de les quals es produeixen
modificacions importants en els nivells de produccié de citocines. Enfront d’un mateix
estimul (infeccid, trasplant d’organs, etc), les alteracions en el patré de citocines no soén
idéntiques d’un individu a un altre, 1 aix0 es pot traduir amb diferéncies en la susceptibilitat

a determinats patogens, diferent resposta immunologica a aquests agents infecciosos, etc.
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La variabilitat interindividual en els nivells de produccié de cada citocina sovint
esta lligada a una variabilitat de la seqiiéncia nucleotidica o polimorfisme dels gens que
codifiquen per a cada una d’aquestes molécules. L’activacié dels gens que codifiquen per
les citocines depen de la unidé de proteines especialitzades, anomenades factors de
transcripcio, a les seqiiencies de DNA reguladores situades cap amunt de la seqilieéncia
codificadora, dins la regi6 promotora. Cada factor de transcripcid es fixa a una seqiiéncia
de nucleotids que li és especifica, generalment existeixen nombrosos llocs d’uni6 per als
diferents factors de transcripcid dins d’un promotor. La modificacié d’un sol nucleotid
dins un lloc d’unié pot alterar la fixacio del factor de transcripcid corresponent i afectar la
regulaci6 del gen situat més avall. Aixo pot donar lloc a diferéncies quantitatives en la
regulacié geénica (per exemple un increment en la transcripcid del gen) o a diferéncies
qualitatives en la regulacid (per exemple, un canvi en la transcripcié del gen en resposta a
una via de senyalitzacidé especifica o en un tipus cel-lular particular). Els canvis de
nucleotids que pertanyen a la seqiiéncia codificadora del gen poden comportar la produccio

d’una proteina alterada.

1.5.3. Els polimorfismes del gen del TNF-a

La recerca de polimorfismes en els gens de les citocines €s un camp relativament
nou ja que fa poc més d’una deécada que es disposa de sondes especifiques que han permes

la identificacié d’aquests gens i el coneixement de la seva seqiiencia.

Els nivells de TNF-a circulants presenten una variabilitat interindividual. Aixi, s’ha
demostrat que I’administracié en individus d’un determinat estimul produeix un increment
de les concentracions de TNF que pot ser molt més elevada en alguns pacients que en
d’altres. A causa de les caracteristiques biologiques i1 a la seva localitzacio a I’'MHC, el
TNF va ser un dels primers gens on es va estudiar la possible existéncia d’al-lels

relacionats amb malalties.

1.5.3.1. Localitzacié cromosomica del gen del TNF-a

El gen del TNF-a es troba en el cromosoma 6p21.3. El TNF-a esta ordenat en

tandem amb el gen del TNF-B i esta situat en ’anomenada regi6 de classe III, entre els
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gens que codifiquen per a I’HLA de classe I1 (HLA-DP, DQ i DR) i els de I’'HLA de classe
I (HLA-A,BiC).

Tota la regi6 de ’'HLA ocupa 4.000 Kb de DNA mentre que la distancia entre
I’HLA-DR i1 ’'HLA-A ¢s només de 2.000 Kb. Aquestes distancies relativament curtes,
acompanyades possiblement de mecanismes que redueixen la recombinaci6 en aquesta
regid, fan que tots els gens d’una cadena de DNA en aquest interval tendeixin a ser heretats
en bloc com un haplotip. Aixo es coneix com a desequilibri de lligament genctic el qual
implica que els gens d’aquesta regid no segreguen independentment. El desequilibri de
lligament comporta 1’aparicié del que es coneixe com a haplotips extensos com per
exemple 1’haplotip HLA-A1, B8, DR3, associat a nombroses malalties autoimmunes en
poblaci6 caucasica. Per tant, algu que tingui els antigens HLA-A1 i B8 és molt probable
que també tingui I’antigen DR3. El desequilibri de lligament és important ja que també
afecta el gen del TNF-a. Determinades variants d’aquest gen estan associades per

desequilibri de lligament amb altres gens d’aquesta regio del genoma.

1.5.3.2. Polimorfismes de microsatél-lit del gen del TNF-a

En el locus del TNF s’ha identificat un clister de cinc marcadors de microsatel-lit.
Aquests s’han anomenat TNFa, TNFb, TNFc, TNFd i TNFe (Udalova IA i col'l,, 1993). El
TNFa 1 el TNFb son repeticions (GT), 1 (GA), respectivament, localitzades
aproximadament a 3,5 Kb telomérics del gen TNF-B. El microsatel-lit TNFc és una
repeticio (GA), localitzada en el primer intr6 del gen del TNF-. Els altres dos marcadors,
el TNFd i el TNFe, son repeticions (GA), 1 mapen a 8 KB centromerics del gen del TNF-a

(Jongeneel CV icoll.,, 1991; Nedospasov SA i col-l., 1991).

Cada microsatel-lit té diferents al-lels: 14 al-lels per al TNFa mentre que el TNFb, c,
dieentenen 7,2, 713, respectivament. El TNFa té¢ de 99 a 125 repeticions, el TNFb en té
125-131; el TNFc, 159-161; el TNFd, 124-136 i el TNFe, 98-102 (Udalova IA i col'l., 1993).

1.5.3.3. Polimorfismes de canvi d’una base del gen del TNF-a

A la regi6 situada cap amunt de la seqiiencia codificadora del gen del TNF-a s’han
descrit polimorfismes a les posicions: -1031, -863, -857, -851, -419, -376, -308, -238, -163

1 -49 relatius al lloc d’inici de la transcripcio. D’aquests, els polimorfismes a la posicio
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-419, -163 1 -49 so6n rars (Mira JP i coll., 1999). La majoria d’aquestes variants consisteixen
en substitucions G = A, amb ’excepcid del -419 (G = C), -851 (C = A), -857 (C > A),
-863 (C 2> A)idel -1031 (T = C). Addicionalment, també s’ha descrit un polimorfisme
de fragment de restriccié (RFLP) per a I’enzim Ncol; aquest, perd, esta situat en el primer

intré del gen del TNF-3 (Webb GC i Chaplin DD, 1990).

Un dels polimorfismes més extensament estudiat és el situat en la posicio —308 pb.
Aquesta variant va ser descrita per AG. Wilson i col-laboradors (1992) 1 s’ha vist que es
correlaciona amb diferéncies en la transcripcio tant constitutiva com induible del gen. Les
dues formes al-leliques s’anomenen TNFA1 i1 TNFA2. L’al-lel rar, TNFA2, conté¢ una
substitucié d’una guanina per una adenina en la posicié —308 pb. Els estudis d’expressio
del promotor del TNF-a. amb el gen “reporter” CAT (chloramphenicol acetyltransferase)
han demostrat que 1’al-lel TNFA2 esta associat amb nivells cinc vegades majors de
transcripcio del gen respecte del TNFAT (Wilson AG i col'l.,, 1997; Braun N i col'l., 1996; Kroeger
KM i col'l,, 1997; Wu WS i McClain KL, 1997) (figura 1.11).

La preséncia de I’al-lel rar TNFA2 s’ha associat amb un major risc de preséncia o
severitat de diferents processos inflamatoris cronics. W. McGuire i col-laboradors (1994)
troben en nens de Gambia que els homozigots per a 1’al-lel TNFA2 tenen un risc relatiu de
7,7 de mort o de seqiieles neurologiques severes per malaria cerebral. Aquesta associacio
va ser independent de ’HLA. S’han descrit, també, altres associacions de I’al-lel TNFA2,
per exemple, en poblaci6 de Veneguela s’ha associat amb un major risc de patir
leishmaniosi mucocutania i a Gambia 1’al-lel TNFA2 s’ha associat amb scarring trachoma
(Cabrera M i col-l, 1995; Conway DJ i col'l., 1997). En un estudi amb 120 pacients amb lepra
lepromatosa, una malaltia caracteritzada per la presencia d’alts nivells de TNF-a en sérum,
I’al-lel TNFA2 confereix un risc de 3.3 de patir aquesta malaltia, i a més, una associacio
independent de ’'HLA-DR2 és un altre factor de risc conegut (Roy S i col-l, 1997). En un
ampli estudi a Vietman, la preséncia de 1’al-lel TNFA2 s’ha associat amb proteccio enfront
del dengue (Loke H i col'l,, 1996). Finalment, I’al-lel TNFA2 s’ha associat amb infeccio per
virus d’hepatitis B persistent, major mortalitat per meningitis meningococcica (Nadel S i

col'l, 1996) 1 amb asma (Moffatt MF i col'l., 1997).

En poblacié de I’Europa del nord s’ha descrit 1’existéncia d’un fort desequilibri de

lligament entre I’al-lel TNFA2 i I’haplotip HLA-A1, -B8, -DR3 (Wilson AG i col'l., 1993).
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Aix0 obre la possibilitat que 1’associacid haplotipica A1, B8, DR3 amb diferents patologies

autoimmunes tamb¢ pot estar relacionada amb el polimorfisme del TNF-a.

Classe 11 Classe 111 Classe I

TNF-o.
1 TNF-B
/

C4A 9 HSP70-1 CKIp

HLA-DQAL1
HLA-DRB1

B H1A-A

HLA-DRA
HLA-B
HLA-C

I I / I I I
C4B BATS8 HSP70-2 BAT3 LT I BAT1

HSP70-Hom IKB1

TNF-a TNF-3

H  HHH H HH K

TNFe, d -238, -308, Eco R1/| (b) Neol | ) (d)
-376
(H

P

-851, -857, -863 |

(e)

Figura 1.11. Organitzacio genomica de la regio del Complex Major d’Histocompatibilitat en el brag¢ curt
del cromosoma 6. Els gens TNF-a i TNF-f3 estan en tandem i cadascun conté quatre exons, la seva situacid
en relacié amb els gens del HLA esta indicada. A la figura s’ha representat la posicido dels marcadors
polimorfics coneguts: a) els polimorfismes bial-l¢lics en el promotor del gen del TNF-o s’han assenyalat amb
un rectangle; b, c) polimorfismes de fragment de restriccié6 (RFLP); e, d, f) marcadors microsatel-lits de
longitud variable. BAT1: HLA-B associated transcript 1; LTP: linfotoxin B; BAT3: HLA-B associated
transcript 3; CKIIB: casein kinase II f; HSP70: heat-shock protein 70; BATS: HLA-B associated transcript
8; C4A 1 C4B: components del complement.
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A partir dels coneixements actuals sobre la implicacié de les citocines en el
desencadenament del part, la nostra hipotesi és que el complex TNF-TNFR exerceix un
important efecte modulador de la resposta inflamatoria directament relacionat amb el part
normal i patologic (part amb risc o signes d’infeccio). Atés que la relacid receptor de
membrana 1 receptor soluble pot modificar-se per diversos estats inflamatoris, la infeccio
materna, encara que de presentacid subclinica, podria determinar un augment de les
concentracions de receptors solubles com a conseqiiéncia d’un increment del clivatge dels
receptors de membrana. A més a més, la nostra hipotesi s’amplia cap a un efecte protector
dels receptors solubles sobre el fetus. Aixo €s aixi ja que pensem que el fetus presenta una
capacitat constitutiva per a la produccio dels receptors del TNF-a que es pot manifestar de
forma molt precog, prévia al naixement. L’activacié del sistema TNF-TNFR pot

representar un marcador preco¢ d’infeccio neonatal 1, a més, pot determinar-ne 1’evolucio.

Tal com s’ha exposat a la introduccid, les infeccions subcliniques del tracte genital
son un factor de risc per al desencadenament del part preterme i per al trencament prematur
de les membranes fetals. Tot i que no es coneix el mecanisme pel qual les infeccions
subcliniques poden donar lloc a aquestes patologies, sembla que un factor important seria
I’augment de les concentracions de citocines proinflamatories, com el TNF-a., produit per
la mare en resposta a les infeccions del tracte genital. En efecte, aquesta citoquina es troba
present en altes concentracions en el liquid amniotic obtingut de dones amb parts

prematurs i que presenten infeccid de la cavitat amniotica.

El TNF-a incrementa la producci6 de les metal-loproteinases de matriu en una gran
varietat de cél-lules i teixits, incloen les membranes fetals i1 el cérvix uteri. Els nivells de
metal-loproteinases de matriu en liquid amniotic d’humans estan incrementats en
associacid amb el trencament prematur de membranes. La degradacid del col-lagen en les
membranes fetals i el cérvix per les metal-loproteinases de matriu comporta la ruptura

prematura de membranes i dilatacio cervical.

Aquestes observacions suggereixen 1’existéncia d’una relacid entre la resposta
immunoinflamatoria (produccié de TNF-a en resposta a les infeccions del tracte vaginal) i

el part preterme 1 la ruptura prematura de membranes.

Dr’altra banda, el gen del TNF-a mapa en la regi6 de classe III del MHC 1 diferents

estudis han demostrat que les diferéncies interindividuals en la produccié de TNF-o poden
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estar lligades a un tipus d’HLA o a altres marcadors polimorfics de la regid. Aixo fa pensar
que la producci6é de TNF-o esta controlada per elements genetics variables situats a
I’MHC. Un polimorfisme que pot afectar de forma directa la regulacio del gen del TNF-a
s’ha localitzat a =308 pb relatiu al lloc d’inici de la transcripcio del gen. La possessio de
I’al-lel rar (TNFA2) s’ha associat amb majors nivells constitutius 1 induibles de

transcripcio.

La nostra hipotesi consisteix que una determinada poblacio, identificable per la
presencia de 1’al-lel TNFA2, podria constituir un grup de risc per desenvolupar parts
preterme o ruptura prematura de membranes preterme com a conseqiieéncia d’una major
produccié de TNF-a davant d’un estimul minim (infeccidés o no) que no produiria aquesta

resposta en la resta de la poblacio.

Durant la realitzacié d’aquest estudi es va creure que podria tenir interés analitzar
I’efecte que el polimorfisme —308 pb del TNF-a podria tenir en la patogenia de la
preeclampsia. Per aquest motiu es va incloure un grup addicional de pacients que

presentaven aquesta patologia.

La preeclampsia es caracteritza per un increment de la pressid arterial, edema i
proteindria. En alguns casos pot presentar-se afectacio hepatica, del sistema de coagulacio,
convulsions, coma i mort materna per hemorragia cerebral. La preeclampsia és un factor de

risc per a la prematuritat, el retard de creixement intrauteri i de mortalitat perinatal.

Les causes que condueixen a aquesta patologia es desconeixen en |’actualitat,
tanmateix, hi ha certes evidéncies que relacionen la preeclampsia amb una alteracid
materna en la resposta immunologica a 1’al-loinjert fetoplacentari. La preeclampsia es
considera un trastorn endotelial que comporta una disfunci6é de 1I’endoteli, una disminucio
de la sintesi de prostaciclines, un augment de la resisténcia vascular periferica i 1’agregacio

plaquetaria.

Les pacients amb preeclampsia tenen concentracions elevades de TNF-a en plasma
1 en liquid amniotic. Aquesta citocina podria ser la responsable del conjunt d’alteracions
que acompanyen aquesta patologia ja que pot actuar com a mitjancer del dany endotelial:
a) el TNF-a pot generar radicals d’oxigen reactius que danyen les cél-lules endotelials; b)

el TNF-a pot ser el responsable del desequilibri produit per I’augment del tomboxa A2 i la
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disminuci6 de les prostaciclines; c) inhibeix la sintesi d’oxid nitric; d) activa la transcripcio
de VCAM-1, molecula sobreexpressada en pacients amb preeclampsia, que podria ser la
responsable de 1’activacié dels neutrofils caracteristica de la preeclampsia; e) el TNF-a
estimula 1’alliberaci6 de substancies vasoactives, com 1’endotelina, que es presenta

incrementada en la preeclampsia.

Per tant segons totes aquestes evidéncies la nostra hipotesi per a aquest grup va ser
que la produccié elevada de TNF-a que es detecta en les pacients amb preeclampsia podria
tamb¢ estar associada amb el polimorfisme —308 pb del gen del TNF-a que estavem

estudiant en aquest projecte.

76



PART

Objectius



objectius

Objectiu general

L’objectiu general és aprofundir en el coneixement de les funcions que el
sistema TNF-TNFR desenvolupa en la unitat maternofetal en el part normal i en el

part amb risc o signes d’infeccio i en la infeccié perinatal
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L’objectiu general engloba els objectius concrets segiients:

Objectiu 1

Analitzar el perfil d’expressio dels receptors del TNF-a p55 i p75 presents en
els diferents compartiments de la unitat maternofetal durant el part normal i el part

amb risc o signes d’infeccio.

Aquest objectiu s’ha dividit en cinc apartats concrets:

1.1. Analisi de les concentracions dels receptors solubles STNFR-p55 i p75 en sang

periférica materna i1 en sang de cord6 presents en el part normal.

1.2. Analisi de les concentracions dels receptors solubles STNFR-p55 1 p75 en sang
periférica materna, liquid amniotic i sang de cordo6 en el part amb risc o signes

d’infeccio.

1.3. Determinacio de I’expressid dels receptors TNFR-p55 1 p75 de membrana en
c¢l-lules limfocitaries obtingudes de sang periférica i de sang de cordd durant

el part normal.

1.4. Comparacid de I’expressié dels receptors TNFR-p55 1 p75 de membrana en el

part normal i el part amb risc o signes d’infeccio.

1.5. Analisi de I’expressid genica dels receptors TNFR-p55 1 p75 en sang periférica

materna i en sang de cordo.
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Objectiu 2

Determinar la concentracié plasmatica de TNF-a i dels seus receptors en
nounats amb signes d’infeccio i analitzar si la determinacio d’aquestes citocines es pot
utilitzar com a marcador de sepsia neonatal precog i factor pronostic de ’evolucio

clinica.

Aquest objectiu s’ha dividit en quatre apartats concrets:
2.1. Determinaci6 de les concentracions plasmatiques de TNF-a.

2.2. Determinacié de les concentracions plasmatiques dels receptors solubles

sTNFR-p55 1 p75.

2.3. Analisi de la sensibilitat i de 1’especificitat de les concentracions del TNF-a i

dels seus receptors solubles com a factor predictiu de sépsia neonatal.

2.4. Analisi de la correlacio entre la modulacio dels receptors solubles sSTNFR-pS5 1

p75 11’evolucio clinica de la seépsia neonatal.
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Objectiu 3

Analitzar la influéncia del polimorfisme —308 pb del gen del TNF-a en la

prematuritat idiopatica i en la ruptura prematura de membranes.

Aquest objectiu s’ha dividit en tres apartats concrets:

3.1.

3.2.

3.3.

Determinacio6 de la freqiiéncia del polimorfisme en la poblacio espanyola i la
seva associacio6 amb els diferents haplotips del Sistema Major

d’Histocompatibilitat de classe I o de classe II.

Analisi de I’associacid del polimorfisme amb una major susceptibilitat a
presentar naixements prematurs espontanis després d’un part preterme idiopatic

o d’una ruptura prematura de les membranes fetals.

En el cas que hi hagi una associacio entre el polimorfisme 1 un major risc de
prematuritat, analitzar si aquesta associacio pot ser atribuida a un desequilibri
de lligament amb algun al-lel del Sistema Major d’Histocompatibilitat de classe

I o de classe 11.
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Analitzar el perfil d’expressio dels receptors del TNF-« p55 i p75 presents
en els diferents compartiments de la unitat maternofetal durant el part

normal i el part patologic
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4.1.1. Caracteristiques de la poblacio d’estudi

L’estudi va incloure un total de 69 dones les quals es van dividir en tres grups:
controls de dones no embarassades, controls de dones amb parts a terme 1 dones que van

presentar risc o signes d’infeccié en el moment del part.

El grup control de dones no embarassades va constar de 31 dones donants de sang
de I’Hospital Germans Trias i Pujol. El grup de dones embarassades va estar format per un
total de 38 pacients, de les quals, en el moment del part es van obtenir de forma simultania
mostres de sang periférica, liquid amniotic i les corresponents sangs de cordd. D’aquestes
38 dones, 18 van tenir parts normals a terme i1 20 van presentar risc o signes d’infeccio en

el moment del part.

Addicionalment, es van recollir mostres de sang de cord6 tant de parts normals
(n = 8) com de parts amb risc o signes d’infeccid (n = 9), 1 es van obtenir un total de 26
sangs de cordo control i 29 sangs de cordd de nounats amb risc d’infeccid. La mediana de
I’edat gestacional en el grup control va ser de 39 setmanes (rang de 37 a 41 setmanes) amb
un pes de naixement de 3.235 g (rang de 2.570 a 4.100 g), cap dels nadons d’aquest grup
no va mostrar signes d’infecci6. Dels 29 nounats amb risc d’infeccid, 20 van ser nadons a
terme 1 9 preterme. La mediana de 1’edat gestacional d’aquest grup va ser de 39 setmanes
(rang de 32 a 41 setmanes) i la del pes de naixement va ser de 3.120 g (rang de 1.440 a
4.260 g). Dos dels nounats amb risc d’infeccid6 van desenvolupar sepsia dins de les
primeres 24 hores de vida (un d’ells amb hemocultiu positiu per S. agalactiae) mentre que

la resta de nounats del grup no van presentar signes d’infeccio.

En el grup de dones amb risc o signes d’infeccid es van diagnosticar 7 casos de
corioamnionitis per analisi histologica i, d’aquest, 4 van ser asimptomatics.
Addicionalment, 1 cas diagnosticat de corioamnionitis clinica no es va confirmar en
I’analisi histologica. La resta de casos van presentar: ruptura prolongada de membranes, de
més de 24 hores, 1 febre intrapart superior als 38°C (n = 4), febre intrapart superior als 38°C
(n = 2), amnionitis (n = 1) 1 prematuritat (n = 5). En aquest grup, tres dones van presentar,
a més, colonitzacid vaginal per S. agalactiae grup B. Les 9 mostres addicionals de sang de
cordd de nounats amb risc d’infeccié van correspondre a 4 parts preterme, 3 parts precedits
d’una ruptura prematura de membranes de més de 24 hores i 2 parts amb febre materna

intrapart superior als 38°C.
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4.1.2. Analisi de les concentracions dels receptors solubles sTNFR-p55 i
p75 en sang periférica materna i en sang de cordo presents en el part

normal

El primer objectiu d’aquest estudi ha estat determinar si el part normal comporta un
increment del clivatge dels receptors del TNF-a 1, d’altra banda, si aquests receptors
solubles estan restringits a 1’organisme matern o bé si el fetus esta també exposat al

clivatge dels receptors.

La determinaci6 de les concentracions dels receptors solubles del TNF-a es va fer

per técnica d’ELISA, tal com es descriu en I’apartat de materials i metodes.

Els resultats de la determinacid de les concentracions del sTNFR-p55 i p75
obtinguts en sang periférica de dones control no embarassades, de dones amb parts normals

1 de sang de cordo, es descriuen a la taula segiient:

Taula 4.1. Concentracions plasmatiques dels receptors solubles sTNFR-p55 i sSTNFR-p75 (ng/ml).

STNFR-p55 (ng/ml) STNFR-p75 (ng/ml)
n mediana rang mediana rang
Dones control no embarassades 16 1,5 0,6 -1,9) 2,7 2-7
Dones control amb part normal 8 2,4* (1,5-4) 4,2% (3,6 -6,3)
Nounats control 26 2,7*% (1,6 -4,2) 6* 2,2-11)

*P<0,05

Totes les pacients analitzades van presentar concentracions detectables d’ambdos
receptors solubles, sent I’expressio del sSTNFR-p75 major que la del sSTNFR-p55 en tots els

Casos.

L’analisi estadistica va mostrar que en sang periférica de dones amb parts normals
hi ha un augment clar de les concentracions d’ambdds receptors solubles respecte al grup
control de dones no embarassades (p55: P < 0,000; p75: P < 0,003). Igualment la sang de
cordé dels nadons control va presentar un increment de les concentracions dels dos
receptors solubles quan es va comparar amb el grup de dones no embarassades (p55: P <
0,000; p75: P <0,000).
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4.1.3. Analisi de les concentracions dels receptors solubles sTNFR-p55 i
p75 en sang periférica materna, liquid amniotic i sang de cordo en el part

amb risc o signes d’infeccio

Per analitzar si el part amb risc o signes d’infecci6 comporta un canvi en
I’expressio dels receptors solubles, es van comparar les dades de les concentracions
obtingudes en sang perifeérica i en liquid amniotic d’aquest grup de pacients amb les

obtingudes de parts normals.

Tal com mostren els resultats descrits a la taula 4.2, es va observar que 1’augment
de les concentracions de receptors solubles detectat en el part normal incrementa encara
més en el part amb risc o signes d’infeccid tant en les mostres de sang periférica (p55:

P <0,020; p75: P <0,000) com en les de liquid amniotic (p55: P < 0,004; p75: P <0,03).

Taula 4.2. Concentracions dels receptors solubles STNFR-p55 i sSTNFR-p75 (ng/ml).

STNFR-p55 (ng/ml) STNFR-p75 (ng/ml)

n  mediana rang mediana rang

Sang periférica

= Controls de part normal 8 2,4 (1,5-4) 4,2 3,6-6,3)

= Dones amb risc o signes d’infecci6 17 3,2% (1,8-7,1) 6,6 (4,5-36,2)

Liquid amniotic

=  Controls de part normal 10 34 (1,9-6,3) 8,2 (2,5-13,8)

= Dones amb risc o signes d’infecci6 18 6* (2,5-12,3) 12,5 (3,4-26,9)
* P<0,05

El grup de pacients va incloure dones amb corioamnionitis, risc o signes d’infeccio,
tal com s’ha comentat en apartats anteriors. L’analisi separada dels casos de
corioamnionitis va mostrar que el liquid amniotic tenia una major concentracido de
receptors solubles en comparacido amb el de les pacients sense corioamnionitis (STNFR-
p55: P <0,02; sSTNFR-p75: P < 0,01) o amb el del grup control (sTNFR-p55: P < 0,003;
sTNFR-p75: P < 0,004) (taula 4.3). Les concentracions plasmatiques dels receptors
solubles també van ser significativament majors en les dones amb corioamnionitis en

comparacio amb les del grup control (sSTNFR-p55: P < 0,06; sSTNFR-p75: P < 0,008). No
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obstant aix0, quan es va comparar el grup de pacients amb corioamnionitis amb les que no
n’havien presentat no es va observar cap diferéncia significativa quant a les concentracions
plasmatiques dels receptors solubles (taula 4.3). Les pacients que no van presentar
corioamnionitis continuaven tenint una major concentracid plasmatica dels receptors
solubles respecte del grup control (STNFR-p55: P < 0,05; sTNFR-p75: P < 0,001), mentre
que en liquid amniotic només el sTNFR-p55 va mostrar que estava significativament
augmentat (P < 0,002). Els valors de les concentracions dels receptors solubles en els

diferents grups es detallen a continuacio:

Taula 4.3. Concentracions dels receptors solubles STNFR-p55 i sSTNFR-p75 (ng/ml).

STNFR-pS5 (ng/ml) STNFR-p75 (ng/ml)

n mediana rang mediana rang
Sang periférica
= Dones control amb part normal 8 2,4 (1,5-4) 4,2 (3,6 -6,3)
corioamnionitis 8 3,2% (2,5-3,5) 8,1* (5,6 - 8,8)

= Pacients
no-corioamnionitis 9 3,05 (1,8-7,1) 6,6 (4,5-36,2)

Liquid amniotic

= Dones control amb part normal 10 34 (1,9-6,3) 8,2 (2,5-13,8)

corioamnionitis 8 7,5% (6,1-9,2) 194* (12 -26,8)

= Pacients
no-corioamnionitis 10 55% (2,5-12,3) 9,7 3,4-24)

*P<0,05

En sang de cord6 de nounats amb risc d’infeccid, la concentracié d’ambdos
receptors va ser major que la detectada en sang de corddo de nounats control

(p55: P<0,001; p75: P <0,000) (taula 4.4).

Taula 4.4. Concentracions plasmatiques dels receptors solubles sTNFR-p55 i sSTNFR-p75 (ng/ml).

STNFR-pS5 (ng/ml) STNFR-p75 (ng/ml)
n mediana rang mediana rang
Nounats control 26 2,7 (1,6 -4,2) 6 2,2-11)
Nounats amb risc d’infeccié 29 3,8% (2,2-18,2) 10,2* (4,1-18,2)

*P<0,05
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Figura 4.1. Concentracions plasmatiques individuals dels receptors solubles sSTNFR-p55 i p75 en tots
els grups.
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Les linies curtes representen les medianes de les concentracions dels receptors sSTNFR-p55i p75
en cadascun dels grups analitzats. *S.I, signes d’infeccié; *R.1, risc d’infeccio.

No es van trobar diferéncies quant a les concentracions dels receptors solubles entre
els nounats amb risc d’infeccié prematurs (n = 9) i els nounats amb risc d’infeccio a terme
(n = 20). Les concentracions dels receptors solubles obtingudes de sang periférica i de
liquid amniodtic tampoc no van ser diferents entre dones amb parts preterme (n = 5) 1 a
terme (7 = 15). En el grup de nadons amb risc d’infeccid, no es va observar cap diferéncia
significativa en les concentracions plasmatiques dels receptors solubles entre els nounats
de mares amb corioamnionitis i els de mares que no van presentar corioamnionitis.
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Cal destacar que les concentracions plasmatiques més elevades de receptor sSTNFR-
pS5 les van presentar dos nounats amb risc d’infeccidé que van desenvolupar sépsia
(10,7 ng/ml i 18,2 ng/ml, respectivament); en aquests dos casos les concentracions del

receptor sSTNFR-p75 van ser de 13,5 ng/ml i 1 1ng/ml, respectivament.

En tots els grups analitzats es va observar una correlacié positiva entre les
concentracions dels receptors STNFR-p55 1 p75 tant en sang periférica materna (r = 0,65,
P < 0,000; Spearman p), com en liquid amniotic (» = 0,77, P < 0,000; Spearman p) i en
sang de cordo (» = 0,76, P < 0,000; Spearman p) (figura 4.2). No obstant aixo, no es va
observar cap correlacid significativa en les concentracions de cadascun dels receptors entre

els diferents compartiments.

Figura 4.2. Correlacions entre les concentracions dels receptors solubles sSTNFR-p55 i p75.
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Les linies de prediccio (- - - ) corresponen als intervals de confianca del 95%.
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4.1.4. Determinacio de D’expressio dels receptors TNFR-p55 i p75 de
membrana en cel-lules limfocitaries obtingudes de sang periférica i de

sang de cordo durant el part normal

L’expressio dels dos receptors de membrana del TNF-o (TNFR-p55 i TNFR-p75)
en cel-lules limfocitaries, obtingudes de sang periférica materna i de sang de cordd, es va

analitzar mitjancant la técnica de citometria de flux (figura 4.3).

Figura 4.3. Exemple d’una analisi per citometria de flux de I’expressio dels receptors de membrana del

TNF-o en cél-lules limfocitaries de sang periferica.
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L’expressio dels receptors es va determinar per tincio indirecta de les
cél-lules utilitzant I’anticos monoclonal htr-9 (anti TNFR-p55) o utr-1
(anti TNFR-p75) i un anticos de cabra antiratoli marcat amb FITC
(eix de les x).

Les dades de citometria de flux es presenten com un grafic de dos
parametres en el qual cada punt representa una cel-lula. Els eixos
horitzontals i verticals representen la intensitat de fluorescéencia en
una escala logaritmica. Els cursors vertical i horitzontal es
posicionen a partir del control negatiu i estableixen el llindar de
positivitat (A). Els percentatges que apareixen als grafics (B i C)
indiquen la proporcio de cél-lules que expressen cadascun dels
receptors.
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Validacio de la técnica de citometria de flux

Abans de procedir a 1’analisi de les mostres es van realitzar diferents experiments
per validar la técnica en sang total. En primer lloc es va comprovar en quin tipus de

mostres era més fiable la mesura dels receptors de membrana. Per aixd es van comparar
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tincions en sang total no fraccionada i en PBMC aillats amb gradient de Ficoll. Els
experiments realitzats van mostrar que en tots els casos 1’expressio dels receptors era major
en sang total que en les mostres aillades amb Ficoll (taula 4.5). Aquests resultats indicaven
que en el procés d’aillament cel-lular amb gradient de Ficoll es produia una pérdua de
receptors de membrana, probablement a causa de 1’activacio del seu clivatge i, que per

tant, la mesura en sang total era més fiable.

Taula 4.5. Resultats de la comparacio de la tincio amb I’anticos utr-1 entre sang total i PBMC aillats amb
gradient de Ficoll.

mostra 1 (%cél‘l.) mostra 2 (%cél‘l.) mostra 3 (%cél‘l.) mostra 4 (%cél‘l.)

S.total!  PBMC? S. total'! PBMC? S.total!  PBMC? S.total'!  PBMC(C?
14,9% 4,7% 12,3% 2.7% 6,3% 1,3% 9,9% 2.7%

15,6% 5,2% 13,9% 3,1% 5,8% 1,8% 8,7% 3,5%
Cada tinci6 es va fer per duplicat. ': sang total; : PBMC aillats amb gradient de Ficoll.

Posteriorment es va determinar la fiabilitat de la técnica de tinci6 en sang total per
la qual cosa es van fer, per a cada anticos, cinc experiments per triplicat i se’n va
determinar el coeficient de variacié (taula 4.6). Tant en la tincié amb I’anticos htr-9 com

amb I’utr-1, els coeficients de variacié no van excedir en cap cas el 20%.

Taula 4.6. Resultats de validacio de la técnica de citometria de flux en sang total per I’anticos utr-1.

mostra 1 mostra 2 mostra 3 mostra 4 mostra 5
(Ycel'l.) (Ycel'l.) (Yocel'l.) (Yocel'l.) (Yocel'l)
24.1% 21,6% 21,6% 15,5% 34,4%
25,7% 28,2% 28,4% 13,9% 35%
25,5% 28% 19,4% 14,9% 31,8%
mitjana 25,1% 25,9% 23,1% 14,8% 33,7%
DS 0,7 3 3,8 0,69 1,38
%CV 2,8% 11,5% 16% 4,7% 4%

DS: desviacio estandard; CV: coeficient de variacio.
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= Resultats de ’analisi de les mostres

Hi ha diferents aspectes de la immunologia durant la primera etapa de la vida que
es coneixen poc; en concret no estd ben descrit quina ¢és la capacitat de les cél-lules
immunologiques neonatals per produir citocines ni el grau d’expressio dels seus receptors.
Al mateix temps, tampoc no es coneixen bé quins canvis immunologics es produeixen
durant la gestacid. Els resultats de ’apartat anterior van determinar que en el part normal
es produeix un increment de les concentracions de receptors solubles del TNF-a en tots els
compartiments de la unitat maternofetal. El segiient objectiu va ser determinar si aquest
increment dels receptors solubles anava acompanyat d’una major expressid dels receptors
de membrana en les cél'lules de sang periférica materna i determinar I’origen dels

receptors solubles en la sang de cordo.

En tots els casos analitzats, les cel-lules limfocitaries van presentar una expressio

constitucional predominant del receptor TNFR-p75 respecte del receptor TNFR-p55.

L’analisi dels receptors de membrana va mostrar un patré d’expressio invers al dels
receptors solubles. En el part normal el percentatge d’expressid en sang materna i en sang
de cord6 del receptor TNFR-p75 va ser menor que el del grup de dones no embarassades
(p75: P<0,006 i P < 0,000, respectivament). El receptor TNFR-p55 també va mostrar una
menor expressio en les mostres obtingudes de dones amb parts normals i en les de sang de

cordo, si bé aquestes diferéncies no van assolir la significacid estadistica (taula 4.7).

Taula 4.7. Expressio dels receptors TNFR-p55 i TNFR-p75 de membrana en cél-lules limfocitaries.

TNFR-p55 (%cell.) TNFR-p75 (%cell.)

n mediana rang mediana rang
Dones control no embarassades 31 3% (0,5-37) 23% (2-69,2)
Dones control amb part normal 18 1,5% (0,9-9,7) 7,8%* (1,9 -29)
Nounats control 18 1,9% (0,4-6,4) 4,7%* (1,8 -14,9)

*P<0,05
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4.1.5. Comparacio de I’expressio dels receptors de membrana TNFR-p55

i p75 en el part normal i en el part amb risc o signes d’infeccio

Quan vam comparar els resultats obtinguts en el grup de pacients amb els del grup
control es va observar que en preséncia de signes o risc d’infeccid es tendeix a una major
expressid d’ambdds receptors de membrana. Aquest augment de 1’expressido va ser
estadisticament significatiu només per al receptor TNFR-p55 (P < 0,03). Aquests resultats
es van repetir quan es va analitzar el grup de mostres de sang de cordd, on els nounats amb
risc d’infeccid també van presentar un increment de I’expressié del receptor TNFR-p55

(P < 0,04) (taula 4.8).

Taula 4.8. Expressio dels receptors TNFR-p55 i p75 de membrana en cél-lules limfocitaries.

TNFR-p55 (%cel'l) TNFR-p75 (%cel'l)

n mediana rang mediana rang
Dones control amb part normal 18 1,5% 0,9-9,7 7,8% (1,9 - 29)
Dones amb risc o signes d’infeccié6 10 4%* (1,3-20) 17,2% (3-57)
Nounats control 18 1,9% (0,4-6,4) 4,7% (1,8-14,9)
Nounats amb risc d’infeccio 13 3,8%* (0,8-10,5) 3,8% (0,5 - 60,6)

*P<0,05

L’expressio del receptor TNFR-p55 es va correlacionar positivament amb la del
receptor TNFR-p75 tant en sang periférica materna (» = 0,7, P < 0,002; Spearman p), com
en sang de cordd (r = 0,73, P < 0,000; Spearman p) (figura 4.4.). No es va trobar cap
correlacid significativa en I’expressid de cada un dels receptors entre sang periferica
materna i les corresponents sangs de cordd. Tampoc no es va observar una correlacié entre
la concentracid plasmatica de receptors solubles i el nivell d’expressié d’aquests receptors

de membrana en cél-lules limfocitaries.
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Figura 4.4. Correlacions entre els receptors de membrana TNFR-p55 i TNFR-p75.
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Les linies de prediccio (- - - ) corresponen als intervals de confianca del 95%.
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4.1.6. Estudi de I’expressio génica dels receptors TNFR-pS5 i p75 en sang

periférica materna i en sang de cordo

Per analitzar si I’expressio dels transcrits dels receptors del TNF-a podia veure’s
afectada per un estimul inflamatori 1 al mateix temps determinar la capacitat de les cél-lules
del sistema immunologic dels nounats per produir aquests receptors, es va analitzar
I’expressio de 'mRNA dels receptors TNFR-p55 i p75 amb la técnica de Northern blot en
un grup de 14 mostres de sang materna i en les corresponents mostres de sang de cordo. De
les 14 mostres analitzades de sang materna, 7 van ser mostres control de dones amb parts a

terme 1 les altres 7 de dones amb parts amb signes d’infeccio.

Es va detectar mRNA especific tant del receptor TNFR-p55 com del p75 en totes
les mostres analitzades, la qual cosa indica que l’expressidé d’aquests receptors és
constitutiva tant en les cel-lules de sang periférica materna com en les cel-lules de nounats
(figura 4.5). Cal destacar que I’expressido d’aquests receptors va ser en tots els casos
inferior en les mostres de sang de cordd en comparacié amb les de les mares. La mitjana de
I’increment d’expressio en sang periférica materna respecte a la sang de cord6 va ser de
37,9% (12,3% a 135,5%) per al receptor TNFR-p55 1 de 33,4% (13,3% a 125%) per al
receptor TNFR-p75.

Quan es van comparar els resultats entre els dos grups de pacients no es van
observar diferéncies en el grau d’expressi6 dels receptors entre les mostres de sang
periférica de dones amb parts normals 1 les que havien presentat risc o signes d’infeccio.
L’analisi de les mostres de sang de cordd tampoc no va mostrar una expressio dels

receptors del TNF-a diferent entre els controls 1 els nounats amb risc d’infeccio.

Finalment, I’expressié de cadascun dels gens (TNFR-p55 i p75) es va comparar
amb els corresponents nivells d’expressio proteica tant en la forma de membrana com en la
de receptors solubles. L’analisi estadistica va mostrar que no hi ha cap correlaci6 entre els
nivells de proteina i d’mRNA dels receptors. Les dades de I’expressio de 'mRNA dels
receptors de membrana 1 les concentracions dels receptors solubles de cada pacient es

detallen a la taula 4.9.
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Taula 4.9. Dades individualitzades de cadascun dels marcadors analitzats en sang periférica materna i en
les corresponents sangs de cordo.

TNFR-p55 TNFR-p75

wras b e awwe o

pi] mare 0,62 3,5% 2,6 0,4 11,5% 7,2
cordé 0,089 7,7% 4,1 0,032 60,6% 12,8

Pi mare 1,905 1,3% 2,9 0,817 5,3% 8
cordo 0,149 3,6% 5.4 0,169 10,7% 13,4

pi3 mare 0,364 1,3% 2,5 0,295 3,2% 4,2
cordo 0,293 7,1% 3 0,158 28% 11,2

pid mare 0,471 0,3% 3,5 0,608 2% 8,8
cordé 0,301 0,9% 3,8 0,073 1,8% 10,2

pis mare 0,668 4,9% 3,7 0,826 18,4% 6,6
cordo 0,178 2% 3,8 0,157 0,5% 14,2

>y mare 15 20% 3,2 3,746 57% 5,6
cordé 1,107 10,5% 3,8 1,013 18,5% 10,9

- mare 4,617 3,7% 6,3 2,187 16,8% 36,2
cordo 1,23 2,5% 6,8 1,006 1,7% 18,2

pig mare 4,91 1,25% 1,5 3,19 13,6% 3,7
cordé 0,843 3,7% 3.8 1,03 6,7% 11

P mare 8,85 3.3% 1,8 6,5 17,6% 6,3
cordo 2,31 1,2% 2,8 1,76 1,8% 8,1

P10 mare 0,106 2,7% 3,3 0,183 6,9% 8,8
cordé 0,086 0,8% 2,2 0,077 1,8% 4,8

P11 mare 0,378 2,7% 3,4 0,116 3% 6,6
cordo 0,102 4% 33 0,087 1,1% 8,2

Pi1n mare 0,68 1,3% 4 0,199 4,5% 6,3
cordo 0,11 5,9% 2,1 0,063 7,7% 8,1

P13 mare 0,407 6,6% 1,8 0,24 32,8% 4,5
cordo 0,125 3,8% 3,7 0,07 3,8% 8,2

Pi14 mare 9,85 4,3% 3.9 4,63 20,9% 5,6
cordo 2,185 7% 2,9 1,426 9,2% 8,6

* Les dades de P'mRNA dels receptors representen la ratio entre els pixels de la banda del TNFR-p55 o
la del p75i els de 1a banda de ’mRNA ribosomic 28S corresponent després de normalitzar-ho respecte
d’un de control, tal com es detalla a I’apartat de material i métodes. L’mRNA control utilitzat per a la
normalitzacié es va aillar de la linia cel-lular HL60.
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Figura 4.5. Exemple d’una analisi de Northern Blot.

<«— TNFR-p75

B < TNFR-pss

T R R R R ¢ ARN-28S

Analisi per técnica de Northern Blot de I’expressiéo de P'mRNA dels receptors TNFR-
p55 i del TNFR-p75 en sang periférica de mares (A,C,E,G) i en sang de cordo
(B,D,F,H). En ambdoés casos, la linia cel-lular HL-60 (I) es va utilitzar com a control
positiu. La linia cel-lular HEP-2 (J), gentilment cedida pel Dr. M. Taron, es va
utilitzar com a control positiu per al receptor TNFR-p55 i com a control negatiu per al
TNFR-p75. Tal com es descriu a I’apartat de material i métodes, les sondes utilitzades

van ser TNFR-p55 (305 pb) i TNFR-p75 (669 pb).
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