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Introduccio

3.1 Diabetis mellitus tipus 1. Genetica i autoanticossos

La diabetis mellitus tipus 1 (DM1) és una malaltia autoimmunitaria deguda
a una destruccié selectiva de les cel-lules beta (3) pancreatiques productores
d’insulina (1. La seva incidencia ha augmentat notablement en les ultimes décades,
sobretot en nens i en paisos desenvolupats (23). A Europa es preveu que els casos
de nou diagnostic en nens menors de 5 anys es doblin entre els anys 2005 i 2020 i
que la prevalenca en edats menors a 15 anys augmenti un 70% 4. La DM1
s’associa a la preséncia d'una autoimmunitat, de tipus humoral i cel-lular, contra
els illots pancreatics que estaria relacionada amb un defecte de la
immunoregulacié (15). Malgrat tot, en el moment actual, es desconeix I'etiologia
exacta i la patogénesi de la DM1.

El model d’historia natural de la DM1 suggereix I'existencia de varies etapes
que s’iniciarien amb una susceptibilitat genetica, seguida d'una fase
d’autoimmunitat sense malaltia i, una fase final de diabetis clinica (©.

La DM1 és una malaltia poligenica que no segueix un model classic
d’herencia dominant o recessiva de determinats gens (7). De fet, no s’ha identificat
cap variant al-lelica que per si sola sigui capa¢ de causar la malaltia. Se sap que els
gens que s’associen a un major risc de desenvolupar una DM1 soén els que
codifiquen les molecules de classe II del complexe major d’histocompatibilitat o
CMH (HLA o Human Leuckocyte Antigen en humans), localitzats al cromosoma 6
(6p21) (IDDM1). Aquests gens serien els responsables de fins el 50% del risc
geneétic de desenvolupar una DM1 (8). Les moleécules de classe 11 (HLA-DR, DQ i DP)
estan formades per dues glicoproteines, cadenes alfa (a) i beta (), i la seva
principal funcid és la de presentar péeptids antigenics als limfocits T CD (cluster de
diferenciacid) 4+ (). Aquestes molecules estan codificades per diferents gens del
CMH que, en general, son molt polimorfics. Aquest polimorfisme genetic és el
responsable de que hi hagi una gran varietat de molecules HLA (producte
d’aquests gens) a les poblacions humanes. La regié HLA-DR té un tUnic gen DRA que
codifica la cadena a (invariable) i un o varis gens que codifiquen les cadenes f3
(DRB1,DRB3,DRB4), cadascun d’ells, molt polimorfic. D’altra banda, les molecules

HLA-DQ presenten variabilitat tant en les cadenes a com en les 3, codificades,
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Introduccio

respectivament, pels gens DQA1 i DQB1. Per tant, cada individu té dues cadenes
DQa i dues DQP (una per cada haplotip, matern i patern, heretats) i en la formacié
de les molecules DQ, aquestes cadenes s’aparellen entre si (una a amb una f3). Els
gens de I'HLA es situen molt proxims entre ells, motiu pel qual es ddna el fenomen
anomenat desequilibri de lligament o tendéncia de certs al-lels de locus lligats, a
heretar-se de forma conjunta amb una freqiiéncia superior a la que s’esperaria per
I'heréncia a l'atzar. En termes generals, els gens HLA es transmeten a la
descendéncia en « bloc » i, aquest, rep el nom d’haplotips (19). Cada individu hereta
dos haplotips (matern i patern) que contenen els gens HLA, i s’expressen de forma
codominant. Els al-lels HLA DR4 i DR3 s’associen de forma important a la DM1.
Aquests es presenten en el 95% dels pacients amb DM1 mentre que a la poblacié
general el seu percentatge és inferior al 50% (11. En poblacié caucasica, tant
I'autoimmunitat contra els illots com la DM1, s’han associat de forma important
amb els haplotips HLA DR3-DQ2 i DR4-DQ8 (). Part de I'associaci6é d’aquests al-lels
amb la DM1 és probablement deguda al desequilibri de lligament entre el DR i el
DQ ). Més concretament, estudis realitzats a varis paisos europeus han confirmat
que el genotips HLA DR3-DQ2/DR4-DQ8 és el que s’associa amb un risc més alt per
a desenvolupar una DM1. Aquest genotip esta present en un 20-30% dels pacients
amb DM1 i en fins a un 50% dels que es diagnostiquen abans dels 10 anys d’edat
(8), D’altra banda, també s’han descrit genotips protectors del HLA que s’han
relacionat amb un menor risc d’aparici6 de DM1, més concretament els que
contenen l'al-lel DQ6, freqlientment associat a DR2 (12), Tanmateix, s’han identificat
altres gens que no pertanyen a la regio HLA i que s’associen a un major risc de
DM1, tot i que la seva contribucié al risc relatiu de la malaltia és menor. Els més
importants d’aquests sén el gen de la insulina, localitzat al cromosoma 11p15
(IDDM2) i responsable del 10% de la susceptiblitat genetica per desenvolupar una
DM1, el gen del CTLA-4 (proteina 4 associada als limfocits T citotoxics), localitzat
al cromosoma 2q33 (IDDM12), el gen del receptor o de la interleucina 2 (IL 2RA) i
el gen de la PTPN22 (proteina tirosina fosfatasa no receptora tipus 22) localitzat al
cromosoma 1p13 (13), La CTLA-4 és una molécules reguladora de la immunitat que
s’expressa a la superficie dels limfocits T activats i és un inhibidor clau de

I'activacié de les cel-lules T (14). El ratoli knockout CTLA-4 desenvolupa una
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sindrome limfoproliferativa que causa la mort per autoimmunitat a les 3-4
setmanes del seu naixement (15), La malaltia autoimmunitaria tiroidal (MAT), que
inclou la malaltia de Graves-Basedow i la tiroiditis de Hashimoto, és en la que s’ha
demostrat més clarament la seva relacié amb el polimorfisme del gen del CTLA-4
(1617), D’altra banda, el gen de la PTPN22 codifica una fosfatasa intracel-lular que té
efectes reguladors negatius sobre I'activacid de les cel-lules T. Els estudis efectuats
en pacients amb DM1 o MAT han demostrat que els polimorfismes del gen del
PTPN22 suposen un risc incrementat d’aparicié6 d’aquestes malalties inferior a 2.
En canvi, en aquells pacients en els que les dues malalties es presenten de forma
conjunta el risc esta incrementat fins a 4 vegades (18), Darrerament el polimorfisme
del gen del PTPN22 també s’ha descrit associat a la malaltia d’Addison (19), En
relacié a la DM1, un metanalisi publicat recentment en el que s’ha estudiat a un
numero important de casos (7514) i controls (9045), ha suggerit d’altres gens com
a possibles candidats per a desenvolupar la malaltia. Entre aquests hi ha el de la
interleucina (IL) 10, IL-17, IL-19, IL-20, GLIS3 (factor de transcripci6 gli3) i el CD
69 (20),

La DM1 esta precedida d’'una fase pre-clinica que es pot detectar per la
presencia d’autoanticossos dirigits contra les cel-lules dels illots pancreatics. Els
primers anticossos que es varen descriure van ser els dirigits contra antigens
localitzats al citoplasma de totes les cel-lules dels illots pancreatics (ICA).
Posteriorment es va poder disposar d’assaigs quantitatius amb una alta sensibilitat
i especificitat que detectaven els principals antigens dels illots: la insulina (IAA), la
isoforma de 65-kDa de la descarboxilasa de I'acid glutamic (GAD) i les molecules
relacionades amb la proteina tirosin fosfatasa IA-2 (anticos contra 1A-2, 1A-2A) i
[A-23 (M, En els ultims anys, varis grups de treball han dut a terme un seguiment
prospectiu des del naixement de nadons amb un alt risc genetic de desenvolupar
una DM1, fet que ha permeés estudiar la patogénia de la malaltia (21-24), Aquests
estudis han demostrat que els autoanticossos apareixen varis anys abans del debut
clinic de la DM1 i que, per tant, poden ser utilitzats per a identificar a aquells
individus amb un major risc per a desenvolupar una DM1. També s’ha comprovat
que el risc d’aparici6 de DM1 i el periode de temps des de l'aparicio dels

autoanticossos fins a la DM1 es relacionen de forma directa amb el titol dels ICA i
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amb el numero d’autoanticossos positius. Aixi, els pacients amb multiples
autoanticossos mostren un grau més elevat de progressié que els que només en
tenen un. A més, s’ha vist que el risc varia en funcié del tipus d’autoanticos contra
els illots, essent els dirigits contra la [A-2A els que s’associen a un major risc de

progressi6o a DM1 (9,

3.2 Regulacio de la resposta immunitaria per cel-lules T

3.2.1 Cellules T reguladores

D’altra banda, ja en el segle passat, Paul Ehrlich va constatar (23) que el
sistema immunologic podia atacar de forma erronia antigens propis enlloc d’atacar
nomes els foranis i va suggerir que aquest fet podria ser el responsable de varies
malalties agudes i croniques entre les quals hi hauria la DM1. Les malalties
autoimmunitaries com la DM1 es caracteritzen per una errada dels mecanismes de
tolerancia cap als antigens propis. Els mecanismes de tolerancia centrals i
periférics son els encarregats de protegir els individus de l'acci6 dels limfocits
autoreactius. Els mecanismes centrals tenen lloc als organs limfoids primaris (moll
de l'os i timus) i la seva funci6 és la d’eliminar els clons de limfocits T i B abans de
que surtin a sang periférica en cas de que aquests tinguin receptors que reconeixin
els antigens propis amb una alta afinitat. Com que aquests mecanismes no sén
perfectes, i amb 'objectiu de que el repertori sigui el més ampli possible, alguns
limfocits autoreactius aconsegueiexen escapar-se i arribar als organs limfoids
secundaris. En aquest cas, els mecanismes de tolerancia periferica s’encarregarien
de la inactivacié d’aquestes cél-lules impedint que reaccionessin contra els
antigens propis. Es un fet cada cop més acceptat que les cél-lules T autoreactives
estan presents en individus sans i que la seva presencia per si sola, no implica
necessariament l'inici d’'una malaltia autoimmunitaria (26). Per tant, és probable
que per tal de que apareixi una malaltia autoimmunitaria es requereixi, a més de la
presencia de cel-lules T autoreactives, una ruptura en els mecanismes de tolerancia
periférica, fet que recolzaria una errada a varis nivells en el procés

autoimmunitari. Les cél-lules T reguladores (Tregs) s6n un subgrup de limfocits T
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que formen part dels mecanismes immunologics de tolerancia periferica. La seva
funcié és la d’evitar que les cél-lules T autoreactives que han escapat de la sel-lecié
timica reaccionin contra els antigens propis. Tot i que el terme utilitzat ha estat el
de reguladores, en realitat la seva funci6 és la de suprimir. Aquestes cel-lules foren
descrites i caracteritzades fenotipicament per primer cop a I'any 1995 per I'equip
de S Sakaguchi (28). Es conegut que la timectomia de soques sensibles de ratolins al
tercer dia de vida, déna lloc a varies malalties autoimmunitaries organ-
especifiques entre les quals hi ha la gastritis, 'ooforitis, 'orquitis, la tiroiditis i la
pancreatitis. El model que més s’ha estudiat és el de la gastritis. Concretament,
aquesta la desenvolupen el 60% dels ratolins timectomitzats (29). De fet, la gastritis
autoimmunitaria experimental en ratolins és un dels models de malaltia
autoimmunitaria més ben caracteritzat a tots els nivells (mol-lecular, cel-lular i
genetic) i, per tant, representa un molt bon model per a l'estudi de I'anemia
perniciosa en humans (9. Sakaguchi i col-laboradors van observar, en un model
muri d’autoimmunitat induida per una timectomia, I'absencia de la poblacié de
limfocits CD4+*CD25* en els ratolins que estaven malalts. A més, també van
constatar que la malaltia es podia evitar si a aquests ratolins se’ls transferia aquest
mateix subgrup de limfocits T, procedents de la melsa d’altres animals que no
patien malalties autoimmunitaries (no estaven timectomitzats). Per tant,
inicialment, les Tregs foren definides per la co-expressio de CD4 i CD25 (cadena a
del receptor de la IL-2). Posteriorment s’ha comprovat que només les cel-lules que
presenten una alta expressié de CD25 (CD4+CD25 high) sén les que exerceixen
realment una funcié supressora (31). De fet, el CD25, a més de a les Tregs, també
s’expressa a les cel-lules T durant la seva activacié antigenica i, per tant, no es
considera un marcador especific de les Tregs (32). Posteriorment s’ha identificat un
marcador que s’expressa de forma especifica a les Tregs, el factor de transcripcié
Forkhead box P3 (Foxp3) que, a més, és basic tant pel seu desenvolupament com
per la seva funcionalitat (33). Les mutacions del gen que codifica el Foxp3 donen
lloc, tant en humans com en ratolins, a transtorns en el desenvolupament i la
funcionalitat de les Tregs que son les causants d’'una patologia autoimmunitaria
inflamatoria. La mutacié del gen del Foxp3 és la responsable, en humans, de la

malaltia IPEX i en ratolins del ratoli scurfy (34). Ambdos presenten en comu una
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inflamacié multi-organica letal en la majoria de casos. L’ IPEX és una sindrome
inflamatoria greu que es diagnostica a la infancia, les inicials de la qual
corresponen a: immunodisregulacio, poliendocrinopatia, enteropatia, lligada al
cromosoma X. Aquesta sindrome es caracteritza per la presencia d’'una malaltia
autoimmunitaria (DM1 i tiroiditis), al-lergia i, malaltia inflamatoria intestinal (33).
Fins al moment actual, s’han identificat fins a 20 mutacions del gen del Foxp3 en
els pacients amb IPEX (34, Els estudis efectuats en pacients amb IPEX mostren que,
el nombre de Tregs en la sang periferica d’aquests pacients pot variar, essent
inclis normal. En canvi, en tots ells hi ha una alteracié de la funcionalitat de les
Tregs, el grau de la qual estaria relacionada amb la gravetat de la mutaci6 del gen
(36), D’altra banda, les dades experimentals en ratolins han evidenciat que el deficit
de Tregs estaria implicat en la patogeénesi del ratoli scurfy 7).

S’han descrit altres marcadors presents a les cel-lules Tregs com el CD45RB,
CD152, CTLA-4, GITR (receptor del factor de necrosi tumoral induit per
glucocorticoides), CD134 i CD62L. Tot i aixi, aquests també s’expressen a d’altres
tipus cel-lulars, motiu pel qual es consideren de poca utilitat (38). L’altim dels
marcadors descrits per a definir les Tregs és la baixa expressié cel-lular de CD127
(cadena a del receptor de la interleucina 7) 39 que permetria diferenciar-les de les
cél-lules T convencionals que presentarien una alta expressié de CD127 (49, Es per
aquest motiu, que alguns grups de treball utilitzen, pels estudis de funcionalitat in
vitro, la baixa expressié cel-lular de CD127 com a biomarcador per aillar i
identificar les Tregs, sovint en combinacié amb el CD25¢1).

S’ha suggerit que les Tregs es sintetizen en el timus normal com a llinatge
independent, és a dir, exerceixen la seva funcié supressora sense la necessitat de
ser activades per I'antigen. Tot i aixi, se sap que les Tregs també es poden generar
a la periferia (Tregs induides) a partir de cél-lules T naive, és a dir que mai han
contactat amb l'antigen, que es diferencien cap a Tregs després del seu contacte
amb l'antigen (42). D’aquesta forma, les Tregs es poden dividir en dos grans grups:
les cél-lules naturals derivades del timus (nTregs) i les periferiques induides
(iTregs).

El mecanisme pel qual les Tregs realitzen la supressio no es coneix de forma

precisa, pero se sap que per tal de que aquesta es realitzi és necessari el factor de
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transcripcié Foxp3 (4344, Es creu que la supressié l'exercirien mitjangcant un
contacte cél-lula a cel-lula (43).

L’analisi quantitatiu de Tregs en sang periferica de la majoria de malalties
autoimmunitaries estudiades fins a I'actualitat ha estat normal (46-50), mentre que
en d’altres s’ha trobat disminuit(®>1-53), De totes formes, la comparacié entre els
diferents estudis es troba limitada pel fet que els marcadors moleculars utilitzats
per a definir les Tregs no sempre han estat els mateixos. A més, els primers estudis
analitzaren la poblaci6 de Tregs utilitzant els marcadors CD4+*CD25* per a definir-
les. Degut a que en l'actualitat és conegut que el marcador CD25* també s’expressa
a les cel-lules T activades, és dificil afirmar que realment totes les cel-lules
CD4+CD25* que foren evaluades en aquells estudis eren realment Tregs.

Els estudis inicials efectuats en pacients amb DM1 van suggerir que el
nombre de Tregs en sang periférica d’aquests pacients estaria disminuit 1),
Malgrat tot, la majoria d’estudis publicats posteriorment, en els que s’ha utilitzat
marcadors més especifics de les Tregs com el Foxp3, coincideixen en afirmar que el
nombre de Tregs en sang periferica d’aquests pacients no esta disminuit quan es
compara amb el d'un grup control sa (41:49,50,54),

La majoria d’estudis realitzats en pacients amb malalties autoimmunitaries
han valorat inicament les Tregs en sang periférica. De totes formes en alguna de
les malalties avaulades, com l'artritis reumatoide i la malaltia inflamatoria
intestinal en fase activa, les Tregs també s’han estudiat a nivell tissular. En les dues
malalties, s’ha descrit que el nombre de Tregs és més elevat en el teixit diana que
en sang periférica (5355). Per aquest motiu, s’ha suggerit que en aquests casos, les
Tregs migrarien des de la sang periférica cap al teixit diana inflamat, fet que
explicaria que les Tregs estiguessin disminuides a la circulacié. De fet, els estudis
efectuats en pacients amb artritis reumatoide suggereixen que les Tregs migren
cap a les articulacions afectades i alla son inactivades per citocines pro-
inflamatories(®>3). En aquests pacients, el liquid sinovial és ric en citocines pro-
inflamatories com el TNF-a (factor de necrosi tumoral alfa), la IL-6 i la IL-17. En
aquest sentit, estudis in vitro de pacients amb artritis reumatoide han demostrat
que el TNF disminueix la funcié supressora de les Tregs (59) i que la IL-6 indueix

una resistencia de les cel-lules T CD4+ efectores a ser suprimides per les Tregs (57).
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La confirmacié clinica d’aquest mecanisme la demostra el fet que el defecte
supressor de les Tregs d’aquests pacients millora quan se’ls hi administra anti-TNF
(58), Aquesta resisténcia de les cel-lules T efectores a la supressié per part de les
Tregs en presencia d'un ambient de citocines pro-inflamatories (IL-6 i TNF-a),
també s’ha pogut demostrar en el model animal d’esclerosi multiple,
I'encefalomielitis autoimmunitaria experimental(®?). En relaci6 a I'expressio
tissular de Tregs, recentment s’ha descrit que els pacients afectes de celiaquia
presenten, a la mucosa de lintesti prim, una major expressio de Tregs
(CD4+CD25*Foxp3*) que l'observada a la mucosa intestinal normal. Concretament,
el nombre més elevat de Tregs s’observa en el subgrup de pacients que, a més de la
celiaquia, presenten una DM1 (60),

D’altra banda, la majoria d’estudis realitzats en pacients amb malalties
autoimmunitaries en els que s’ha valorat la funcionalitat de les Tregs coinicideixen
en afirmar que aquesta es troba disminuida en comparacié amb la d’'una poblacié
sana (48526162) tot i que els estudis efectuats en pacients amb DM1 han descrit
resultats controvertits (5063). Tot i aixi, varis grups han descrit que les cél-lules
Tregs CD4+CD25+, directament obtingudes de pacients amb DM1, mostren una
alteraci6 en la supressié de les cel-lules que responen de forma autologa (4951,
Estudis recents han suggerit que l'alteracié de la funcionalitat de les Tregs dels
pacients amb DM1 no seria deguda a un defecte intrinsec d’aquestes cel-lules sin6
a una resistencia dels limfocits T efectors a ser suprimits per les Tregs (6465, La
possible utilitat de les Tregs com a terapia cel-lular ha estat valorada en el model
animal de DM1, el non-obese diabetic (NOD) mouse (66.67). En aquest cas, s’ha pogut
demostrar que la transferencia de Tregs, estimulades in vitro, en aquests animals
pot superar els defectes intrinsecs i restablir la tolerancia immunologica a la DM1.
En humans, recentment s’ha aconseguit aillar i expandir in vitro cél-lules Tregs de
pacients amb DM1 de recent diagnostic, que podrien ser utilitzades en un futur

com a possible immunoterapia cel-luar (43),

25



Introduccio

3.2.2 Ceél'lules T collaboradores (helper)

El sistema immunologic esta format per dos tipus d'immunitat: 1) innata:
anomenada aixi perque els seus components estan sempre presents i disposats a
actuar immediatament sense temps de latencia entre l'estimul i el
desencadenament de la seva accié i 2) adaptativa: és una segona linia de defensa
que elimina els patdgens que aconsegueixen escapar de la immunitat innata. Es
caracteritza per ser una resposa més tardana i especifica (és capag¢ de reconéixer
multiples substancies i microorganismes existents a la naturalesa) i dotada de
memoria immunologica que permet una resposta immunologica immediata en cas
de que l'organisme es torni a infectar pel mateix patogen o un de similiar. Els
limfocits son els principals components de la resposta immunologica adaptativa.
Les cél-lules T immadures migren des del moll de I'os fins al timus, on comencen a
expressar receptors per l'antigen. La majoria d’aquests receptors, tenen dues
cadenes, a i 3, i per aquest motiu, se’ls anomena receptors af3 (68), Els limfocits T, a
diferencia dels B, només reconeixen l'antigen si aquest esta unit, és a dir, és
presentat, per una molecula de I'HLA. Les molecules de I'HLA sén molt
polimorfiques i poden ser de tipus I, expressades en la practica totalitat de les
cel-lules nucleades, o de tipus I que s’expressen Unicament a les cel-lules
presentadores d’antigen. D’aquests, les considerades com a cél-lules presentadores
d’antigen professionals, és a dir, que internalitzen, procesen i presenten fragments
d’antigen a la membrana associats a 'HLA, sén les cel-lules dendritiques, els
macrofags i els limfocits B. Quan una cel-lula T no activada o naive, és a dir que mai
ha contactat amb I'antigen, interacciona amb el complexe antigen-HLA, la cél-lula T
prolifera i es diferencia en cel-lules T memoria i efectores. Classicament s’han
descrit dos tipus de subpoblacions de cel-lules T, les col-laboradores o helper (Th) i
les citotoxiques (Tc). Les glicoproteines de membrana CD4 i CD8 permeten
diferenciar les Th de les Tc, ja que el CD4 és caracteristic de les primeres i el CD8
ho és de les segones. La relacié6 Th/Tc sol ser aproximadament de 2:1 en sang
periféerica d'una persona sana. Aquesta proporcié pot modificar-se de forma
significativa en cas d’existir una malaltia autoimmunitaria o que cursi amb

immunodeficiencia. Les Tc reconeixen I'antigen inicament quan aquest esta unit a
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una molecula HLA de classe I, mentre que les Th Unicament s’activen quan
I'antigen esta unit a una molécula de classe II. Un cop interaccionen amb I'antigen,
les Th es poden diferenciar cap a cel-lules T memoria o cap a cel-lules efectores, és
a dir, que “col-laboren” en l'activaci6 de les cel-lues B, els Tc, els macrofags i
d’altres grups cel-lulars.

En funcié del patré de citocines secretat, inicialment es varen descriure 2
subgrups de cel-lules Th efectores: les Th1l i les Th2. El predomini d’'un o altre
estara en funci6 de I'ambient de citocines, sintetizades pel sistema immunologic
innat, en el moment en quée les cel-lules Th naive contactin amb I'antigen.
Concretament, I'interferé (IFN)-gamma (y) i la IL-12 promouen la diferencacié cap
a una resposta Th1l, mentre que la IL-4 afavoreix la diferenciaci6 cap a una
resposta de tipus Th2 (69). L’origen de les citocines que afavoreixen la diferenciacio
cap a Thl o Th2 prové de les céllules del sistema immunitari innat (cel-lules
dendritiques, macrofags, cel-lules Natural Killer) en resposta a antigens microbials,
parasitaris, o al-lergogens. Cadascun d’aquests subgrups (Th1/Th2) secreta un
patr6 de citocines diferent que explicaria la diferent resposta immunologica a la
qual donen lloc. Les Thl secreten principalment IFN-y. Aquesta citocina és la
principal responsable de que el tipus de resposta immunologica associada al
subgrup Th1 sigui de tipus cel-lular i provoqui un dany tissular. La resposta Th1
excessiva s’ha demostrat en multiples models animals de malalties
autoimmunitaries com la DM1, I'esclerosi multiple, i la tiroiditis de Hashimoto (70),
En canvi, les cel-lules Th2 secreten IL-4 que participa en 'activacio6 de les cel-lules
B, TGF-B (factor de creixement transformant beta) i IL-10. La resposta Th2 és
fonamental per organitzar la defensa de ’hoste contra els patogens extracel-lulars i
per a col-laborar amb els limfocits B en la produccié d’anticossos. Per tant, estaria
implicada en una resposta de tipus humoral (1), La seva resposta exagerada seria
la responsable de malalties al-lergiques i també de malalties autoimmunitaries
com el lupus eritematds sistemic.

Malgrat tot, les citocines secretades per cadascun d’aquests subgrups
presenten uns trets comuns: 1) promouen la replicacié (creixement) del subgrup

que les ha produit, 2) inhibeixen el desenvolupament i I'activitat del subgrup
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oposat, efecte denominat cross-regulation. Concretament I'IFN-y inhibeix la
resposta Th2 ila IL-10 la Th1.

Recentment el model Th1/Th2 s’ha hagut d’actualitzar. En els ultims 5 anys
s’han descrit nous subgrups de cél-lules T, diferents a les Th1l i les Th2, entre les
que hi haurien les Th17, Th9 i Th22 (72), Concretament, les Th17 foren identificades
a partir de 'observacié, en estudis experimentals, que els ratolins deficitaris en
IFN-y podien presentar també malalties autoimmunitaries. Inclis, en presencia de
determinades condicions experimentals, els ratolins deficitaris en IFN-y podien ser
més susceptibles a presentar aquestes malalties (73). Les cél-lules Th17 secreten,
entre d’altres, la IL-17, una potent citocina pro-inflamatoria. La funci6 principal de
les Th17 seria la d’eliminar els patogens que no han pogut eliminar les Th1 i Th2. A
més, s’ha suggerit que les cél-lules Th17 son potents inductores de la inflamacié
tissular i s’han associat amb la patogenesi de varies malalties autoimmunitaries
experimentals i situacions inflamatories en humans. A diferéncia de les Th1 i Th2
que depenen de les propies citocines secretades (IFN-y i IL-4) per a la seva
diferenciacié, les Th17 no requereixen la IL-17 per a diferenciar-se. En canvi, la
presencia conjunta de IL-6 i TGF3 (dues citocines amb efectes oposats: IL-6 pro-
inflamatoria i TGF-f3 anti-inflamatoria) indueix el desenvolupament o diferenciacio
de les Th17. En una fase posterior, la IL-21 amplificaria la resposta i la IL-23
'estabilitzaria (74). Fins fa poc es creia que les malalties autoimmunitaries eren
causades, de forma quasi exclusiva, per una resposta Th1l. Malgrat tot, després del
descobriment de les cel-lules Th17 es creu que aquestes juguen un paper clau en la
resposta autoimmunitaria. En aquest sentit, s’ha suggerit que cadascun d’aquest
subgrups tindria una funci6 diferent en el procés autoimmunitari. Les Th17, serien
un potent inductor de I'autoimmunitat afavorint la migracié d’altres cel-lules Th
(com les Th1) cap a I'd0rgan diana. Aquestes ultimes, s’encarregarien de propagar i
modular la inflamacio6 i el dany tissulars (75). A més, les Th17 també s’encarregarien
d’eliminar els patdgens extracel-lulars no eliminats previament per les Th2 o les
Th1.

El TGFB, a més del seu paper en la diferenciacio de les Th17, indueix el
factor de transcripci6é Foxp3 de les Tregs. S’ha vist que quan s’afegeix IL-6 al TGFf3

s’inhibeix la producci6 de Tregs i, com s’ha comentat préviament, se n’afavoreix la
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de Th17. En aquest sentit, varis grups han descrit l'existencia d’'una relacié
reciproca entre les Tregs i les Th17 en la qual la IL-6 hi jugaria un paper
primordial, ja que marcaria el balan¢ entre aquestes dues subpoblacions (76.77),
Recentment, s’ha pogut comprovar, en models animals de diferents
malalties autoimmunitaries, com la depleccié de les cel-lules Th17 mitjancant
I'administracié d’anticossos contra la IL-17 és capa¢ de reduir la inflamacié a
I'drgan diana (7879). Aquestes troballes també s’han confirmat en el model animal
de la DM1, el ratoli NOD. En aquest cas, la inhibicié de les Th17 és capag d’evitar en
els animals pre-diabetics la progressiéo cap a DM1, disminueix la inflamacié de
lillot pancreatic i evita la formacié d’anticossos anti-GAD (89). En la gastritis
autoimmunitaria, els estudis histologics efectuats en models animals, han
demostrat que el patré de lesié gastrica varia en funcié del tipus de Th que hi
predomina, essent el més destructiu el del Th17. A més, s’ha vist que la
transferencia de Tregs és capag de suprimir I'activitat de les Th1 i en menor grau la

de les Th2. En canvi, és incapag¢ de suprimir la de les Th17 (81 (figura 1).
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Presentacio d’antigen
i immunitat cel-lular

MCH Il
Antigen
RCT
Immunitat humoral i
al-lérgia
Cél-lula T Cél-lula L6 Th2
CD4" naive TCD4*
(ThO) activada \ 1CFP IL-17
:::EF_; Inflamacio tissular
TGFp IL-22
Th17

Tregs

Figura 1. Cel-lules T reguladores (Tregs) i els differents subgrups de limfacits T col-laboradors amb
les seves respectives funcions efectores. La cel-lula T no activada o naive (ThO) interacciona amb la
molecula MCH formant el complexe antigen-MCH. La cél-lula T prolifera i es diferencia en cel-lules T
col-laboradores (Th1/Th2/Th17) i cel-lules reguladores en funci6 de l'ambient de citocines
sintetitzades pel sistema immunologic innat.

CMH II: complexe major d’histocompatibilitat tipus II; CPA: cél-lula presentadora d’antigen; RCT:
receptor de la cél-lula T; TGB-B: factor de creixement transformant beta; IL: interleucina; Th: limfocit
T col-laborador.
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3.3 Diabetis mellitus tipus 1 i la seva associacié a altres malalties
autoimmunitaries especifiques d’organ

Els pacients amb DM1 presenten una prevalenca incrementada d’altres
malalties autoimmunitaries especifiques d’organ. L’associaci6 de com a minim
dues malalties autoimmunitaries en un mateix individu constitueix 'anomenada
sindrome pluriglandular autoimmunitaria (SPA). De totes les possibles
associacions, la més freqlient és entre la DM1 i la malaltia autoimmunitaria tiroidal
(MAT). Aquesta inclou la malatia de Hashimoto i la de Graves-Basedow (82). La
sindrome poliglandular autoimmunitaria es pot subdividir en una forma juvenil
molt poc freqiient (SPA-I) i en una més freqiient d’aparicio a I'’edat adulta, la SPA-II.
A l'edat adulta també s’ha descrit la SPA-III, que a diferencia de la SPA-I i I, no
inclou entre els seus criteris diagnostics la insuficiencia suprarenal
autoimmunitaria (83). La SPA-I, també anomenada autoimmune polyendocrinopathy
candidiasis ectodermal dysplasia (APECED), es caracteritza per la presencia de com
a minim 2 de les 3 seglients manifestacions cliniques: candidiasi mucocutania
cronica, malaltia d’Addison i hipoparatiroidisme. Aquesta sindrome s’inclou dintre
de les malalties autoimmunitaries monogeniques, és a dir, és deguda a mutacions
en un Unic gen que codifica la proteina reguladora d’autoimmunitat (AIRE), situat
en el cromosoma 21 i s’hereta de forma autosomica recessiva. El seu diagnostic sol
realitzar-se a la infancia o a 'adolescencia. No s’han descrit diferencies entre els
dos sexes ni associacié amb I’'HLA (84,

La SPA-II es caracteritza per la preséencia d’'una insuficiencia suprarenal
primaria autoimmunitaria juntament amb una malaltia autoimmunitaria tiroidal
(sindrome d’Schmidt) (70-90%) i/o una DM1 (sindrome de Carpenter) (20-50%)
(85), El seu patré d’heréncia és més complexe que el de la SPA-I. Hi estan implicats
els gens de la regiéo HLA del cromosoma 6 (86.87), el gen del CTLA-4 i el del PTPN22,
essent els que tenen un major pes relatiu els localitzats a la regi6 HLA. S’ha
suggerit que la seva associaci6 amb el gens del CTLA-4 i del PTPN22 s’explicaria
per la relacié que aquests presenten amb la malaltia autoimmunitaria tiroidal (88 i
la malaltia d’Addison, respectivament (89), La SPA-II es pot diagnosticar a qualsevol

edat, tot i que sol ser més freqilient durant els primers anys de la vida adulta i
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afecta de forma predominant al sexe femeni amb una proporcié dona/home de 3:1
(90) Els pacients, al igual que en el cas de la SPA-I, poden presentar, a més, d’altres
malalties autoimmunitaries que no formen part dels “principals” components de la
sindrome entre les quals hi ha: vitiligen (4,5-11% pacients), alopecia (1-4%
pacients), hepatitis cronica (4% pacients), gastritis cronica atrofica amb o sense
anemia perniciosa (4,5-11% pacients) i hipofisitis (°®1). La SPA-III, segons la
classificacié original de Neufeld i Blizzard (°2), inclou 'associacié de la malaltia
autoimmunitaria tiroidal amb una o varies de les segiients malalties
autoimmunitaries entre les quals no hi ha la insuficiencia suprarenal primaria:

DM1 (III3a), anemia perniciosa (I113b), vitiligen, alopecia i miastenia gravis (I113c).

3.3.1 Diabetis mellitus tipus 1 i malaltia autoimmunitaria tiroidal

La malaltia autoimmunitaria tiroidal (MAT), que inclou tant I'hipotiroidisme
degut a una tiroiditis cronica autoimmunitaria com 'hipertiroidisme degut a una
malaltia de Graves-Basedow, és la malaltia immunologica més prevalent en els
pacients amb DM1 (9394), Els tres antigens principals contra els quals van dirigits
els anticossos contra la glandula tiroide sén la tiroglobulina (aTg), la peroxidasa
tiroidal (aTPO) i el receptor de la tirotropina o TSH (aTBII/TRAb). S’ha descrit
que, pel diagnostic de la MAT, la positivitat dels anticossos aTPO és discretament
més sensibile que la dels aTg ®3). Entre el 20 i el 30% dels pacients amb DM1
presenten aTPO i/o aTg positius (9697, En canvi, la positivitat d’aquests
autoanticossos en la poblacié general oscil-la entre el 11 i el 13% (8. La
prevalencga d’anticossos anti-tiroidals (aTPO i/o aTg) en els pacients amb DM1, tal i
com també s’ha descrit per a la poblaci6é general (°9), és més elevada en les dones
que en els homes i incrementa amb I'edat (°7.101), A més, la duraci6 de la diabetis
també s’ha descrit com a factor de risc per la positivitat d’aquests autoanticossos
(100), D’altra banda, la prevalenca d’hipotiroidisme en els pacients amb DM1 és d’'un
12-24% en les dones i d'un 6% en els homes (9394), mentre que la d’hipertiroidisme
és d’entre un 1iun 2% (101,

Tal i com s’ha descrit en la poblacié general (192), en els pacients amb DM1 la

incidencia d’hipotiroidisme, clinic o subclinic, incrementa amb I'edat i en aquells
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casos amb positivitat previa d’anticossos antitiroidals (aTPO) (101103), La seva
prevalenca pot arribar a ser d'un 80% en aquells pacients amb DM1 i aTPO
positius seguits durant un periode de fins a 20 anys (104,

L’associaci6 entre la DM1 i la MAT podria explicar-se, al menys en part, per
factors de risc genetic compartits entre les dues malalties. En aquest sentit, els
gens descrits que estarien implicats en aquesta associacio son els de classe II del
sistema major d’histocompatibilitat (HLA-II), el del CTLA-4 i el de la PTPN22 (18),
tots ells relacionats amb la resposta immunitaria.

Degut a que els pacients amb DM1 presenten una prevalenca incrementada
de disfuncié tiroidal, en el moment actual, s’accepta que el seu cribratge esta
justificat en aquesta poblacié tot i que no hi ha consens en quin és el millor
parametre (TSH o aTPO) ni en quina hauria de ser la freqiiéncia de la seva
determinacio. Aixi, I'associacié americana de diabetis (ADA) i varis autors (101)
recomanen la determinacié anual de TSH, mentre que d’altres recomanen pel seu
cribratge 1'Gs conjunt (anual o bianual) de TSH i anticossos aTPO (100.96), Finalment,
hi ha un ultim grup d’autors que recomana la determinacié de TSH Gnicament quan

els aTPO sén positius (103,105),

3.3.2 Diabetis mellitus tipus 1 i malaltia celiaca

La malaltia celiaca és una malaltia autoimmunitaria que es caracteritza per
una inflamacié cronica i una destruccié de les vellositats de 'intesti prim (106), La
seva prevalenca a la poblaci6 general és del 0,3-1% (107), La descrita en els pacients
amb DM1 varia entre el 1 i el 8,3% (108-111), E] factor ambiental que la desencadena
és el gluten (108), Aquest és una proteina que es troba al blat, al segol i 'ordi. La
malaltia és deguda a la interacci6 del gluten amb varis factors immunologics,
genétics i ambientals (198), En relacid als factors de risc genetic, I'al-lel HLA-DQ2
s’ha identificat en el 90-95% dels pacients mentre que a la majoria de la resta s’ha
identificat 'HLA-DQ8 (112), Degut a que aquests al-lels estan presents en un 30-40%
de la poblacié general, la seva abséncia té un alt valor predictiu negatiu (113), En la
majoria d’estudis de pacients amb DM1, s’ha observat, que el risc de malaltia

celiaca esta incrementat en aquells que presenten I'al-lel DQB1*0201-DQA1*05 de
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la molecula HLA-DQ2 (114115), E] risc més alt és pels que son homozigots DR3-DQ2
(96), Recentment, s’han descrit varis al-lels de risc de DM 1 i malaltia celiaca
localitzats a la regié no-HLA. Entre aquests hi hauria el RGS1 (regulador de la
senyalitzacié de la proteina G1), I'IL18RAP (cadena (3 del receptor de la IL 18 o
proteina accessoria del receptor de la IL18) i el TAGAP (T-cell activation GTPase
activating protein) (116),

El diagnostic de la malaltia celiaca requereix, d’'una banda, la practica d'una
biospia intestinal que mostri els trets caracteristics d’'una limfocitosi intraepitelial,
una hiperplasia criptica i atrofia de les vellositats i, d’'una altra, una resposta
positiva a una dieta sense gluten (108), Pel seu cribratge, s’aconsella la determinacio
d’anticossos IgA contra la transglutaminasa tissular, autoantigen contra el que es
dirigeixen aquests autoanticossos, juntament amb la dosificacié de IgA, ja que el
déficit selectiu de IgA és fins a 5 vegades més freqiient en els pacients celiacs que
en la poblacié general(117), En cas de que n’existeixi un deficit, es recomana fer la
determinaci6 amb anticossos IgG (118), La sensibilitat dels anticossos contra la
transglutaminasa pel diagnostic de la malaltia és superior al 90% (119). Els titols
d’aquests anticossos es correlacionen amb el grau de lesié de la mucosa intestinal i,
per tant, la seva sensibilitat per detectar la malaltia disminueix en aquells estudis
en els que s’ha inclés a un elevat nombre de pacients amb minimes lesions
intestinals (120),

Les manifestacions cliniques de la malaltia celiaca poden ser inespecifiques
o de tipus subclinic. Entre aquestes hi hauria la presencia d'un retard de
creixement, dolor abdominal inespecific, infertilitat, disminucié de la densitat
mineral oOssia, hipocalcemia amb deficit de vitamina D i hiperparatiroidisme
secundari o malalties psiquiatriques (121.122), A més, cal tenir present que en els
pacients amb DM1 una de les manifestacions cliniques de la malaltia és la
presencia de freqlients hipoglucemies que milloren amb la retirada del gluten de la
dieta (123), En la majoria del pacients amb DM1 (90%), la malaltia celiaca sol
diagnosticar-se després de la diabetis. Un percentatge no despreciable d’aquests
pacients refereix no presentar cap tipus de simptomatologia clinica. Malgrat tot,

alguns autors han remarcat que si a aquests pacients se’ls realitza una anamnesi
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més detallada, la majoria d’ells presenten unes molesties de tipus lleu que havien
passat desapercebudes a 'anamnesi inicial (124),

Degut a que la malaltia celiaca es pot desenvolupar varis anys després del
debut de la diabetis (125-127), a que pot cursar de forma assimptomatica en alguns
casos i a que la seva preséncia s’associa a un major risc de comorbilitats que
milloren amb la supressid del gluten de la dieta, alguns autors recomanen el seu
cribratge en els pacients amb DM1 en el moment del diagnostic i posteriorment
cada 2-3 anys (96129), Una revisié sistematica de 7 estudis publicats realitzats a
Europa i Nord-America demostra que un 7,4% dels nens amb DM1 tenen
anticossos positius contra la transglutaminasa o I'endomisi (128), Tot i aixi, en
aquests estudis, només un 32,5% dels pacients estaven simptomatics fet que
recolza la importancia de realitzar el cribratge serologic de la malaltia. En canvi,
d’altres autors (128) i 'ADA (130) recomanen el cribratge de la malaltia inicament en
el moment del diagnostic de la DM1 i posteriorment només en cas de que hi hagi
simptomes suggestius de la malaltia com serien el retard de creixement, perdua de
pes o simptomes gastrointestinals (124). En cas de que els anticossos contra
I'endomisi i/o la transglutaminasa tissular siguin positius, tots els autors

coincideixen en que el pas posterior seria la realitzacié d’'una biopsia intestinal.

3.3.3 Diabetis mellitus tipus 1 i malaltia d’Addison:

La malaltia d’Addison es diagnostica en 1 de cada 10.000 individus de la
poblaci6 general (131), El procés autoimmunitari responsable de la malaltia es pot
diagnosticar mitjancant la detecci6 d’anticossos contra l'escor¢a suprarenal,
concretament contra I'enzim 21 hidroxilasa (21-OHasa). Aquests presenten una
elevada sensibilitat pel diagnostic de la malaltia (132). En els pacients amb DM1, la
prevalenca d’aquests anticossos és d’entre el 1 i el 2% (6133), E]l seguiment
prospectiu de pacients de la poblacié general amb anticossos contra la 21-OHasa
positius sense insuficiencia suprarenal associada ha mostrat que hi hauria una
série d’alteracions analitiques que es detectarien en una fase previa al debut clinic
de la malaltia. D’aquestes, la primera d’elles seria un increment de la renina

plasmatica, que se seguiria d'un increment de I'’ACTH, una disminucié del cortisol
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estimulat per 'ACTH i finalment alteracions basals del cortisol (134), A més, en els
pacients adults, hi hauria una serie de factors que s’associarien a un major risc
d’evolucié cap a la malaltia clinica en aquells casos Unicament amb anticossos
positius. Entre els descrits hi hauria: l'alteracié subclinica de la funci6 adrenal
(135136) un titol alt d’anticossos (137.138), e] sexe masculi (138) i la preséncia prévia
d’hipoparatiroidisme i/o candidiasi (138) (en aquest cas formant part de la
sindrome poliglandular autoimmunitaria tipus I). En els pacients amb DM1, un
estudi transversal efectuat a 814 pacients, ha descrit una associaci6 entre la
positivitat dels anticossos contra la 21-OHasa i la dels anticossos antitiroidals, de
forma que, en aquest estudi, el 70% dels pacients amb DM1 i anticossos contra la
21-OHasa presenten, de forma associada, anticossos antitiroidals positius (96).

En 'actualtiat, s’accepta cada vegada més que la malaltia d’Addison, tant en
la seva forma aillada com formant part de la sindrome poliglandular
autoimmunitaria, s’associa de forma important amb I’haplotip DR3-DQ2 (DRB1*03,
DQA1*0501, DQB1*0201) i el DR4-DQ8 (DRB*04-DQA1*0301-DQB1*0302) (137.138),
En pacients amb DM1, concretament els que presenten el DQ8, s’ha descrit que
'al.lel DRB1*0404 s’associa de forma important a la malaltia d’Addison (139), Tot i
aixi, hi ha algun estudi que ha suggerit que la malaltia d’Addison, a diferéncia de la
DM1, no s’associaria al DQ8 (DQA1*0301, DQB1*0302) (140), D’altra banda, de
forma similar a I'objectivat a altres malalties autoimmunitaries, també s’ha descrit
una associacio entre la insuficiencia suprarenal autoimmunitaria i el polimorfisme
del gen del CTLA-4 (141,142),

Finalment, un estudi recent ha descrit un polimorfisme del gen que codifica
la proteina rica en leucina NACHT (NALP 1), una molécula basica de la immunitat
innata, que s’associaria a la malaltia d’Addison (Odds ratio de 1,25) i també a la
DM1 (Odds ratio 1,15) (143), Aquest fet, segons els autors de I'estudi, podria indicar
que la NALP1 i el sistema immunologic innat podrien estar implicats en la
patogénesi de la malaltia d’Addison i la DM1, ambdues malalties autoimmunitaries
especifiques d’organ.

En relacié al cribratge de la malaltia en els pacients amb DM1, alguns autors
(144) recomanen fer una determinacié d’anticossos contra la 21-OHasa en tots els

pacients amb DM1. En els casos amb resultat positiu, caldria realitzar un estimul
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del cortisol amb ACTH per tal de descartar la insuficiéncia suprarenal. L’ADA fins
al moment actual, a diferencia del recomanat per la malaltia autoimmunitaria
tiroidal i la malaltia celiaca, no ha manifestat quan ni quins serien els parametres
que caldria determinar per fer el cribratge de la malaltia d’Addison en els pacients

amb DM1.

3.4 Gastritis autoimmunitaria

3.4.1 Definicid i caracteristiques immunologiques

La gastritis autoimmunitaria, també anomenada gastritis cronica atrofica
tipus A, és una malaltia inflamatoria cronica que afecta al fundus i al cos gastrics on
es localitzen les cel-lules parietals, productores d’acid clorhidric i factor intrinsec, i
les zimogeéniques productores de pepsinogen I mentre que l'antre es troba
conservat (145, En canvi, a la gastritis tipus B o no autoimmunitaria hi ha una
afectacié de l'antre juntament amb el fundus i cos gastrics. El principal factor
etiologic d’aquesta ultima és la infeccié per I'Helicobacter pylori (H.pylori), un
bacteri gram-negatiu.

La gastritis autoimmunitaria presenta els trets d’'una resposta inflamatoria
tipus Th1l. En el model animal de gastritis autoimmunitaria s’ha pogut observar
que l'infiltrat limfocitari present a la mucosa gastrica en les fases inicials de la
malalatia esta format per cel-lules CD4* i macrofags. Aquestes cel-lules secreten
varies citocines com I'IFN-y, la IL-10 i el TGF-B, pero no la IL-4. Aquest fet,
juntament amb l'evidencia de que els limfocits T gastrics de ratolins amb gastritis
autoimmunitaria secreten més IL-y que els de la mucosa normal, recolzen la
implicaci6 de la resposta immunolodgica tipus Th1l en la patogénia de la malaltia
(146), La gastritis autoimmunitaria es caracteritza per la presencia d’anticossos
dirigits contra les cél-lules parietals gastriques (aCPG) i contra el factor intrinsec
(aFI), secretat per aquestes ultimes. Concretament, els aCPG es detecten en el 60-
85% dels casos i els aFI en el 30-50%. Aquests autoanticossos es troben presents
tant en el serum com en el suc gastric. Els antigens diana de la gastritis

autoimmunitaria sén la subunitat catalitica «, de 100-kDa, i la subunitat 3, una
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glicoproteina de 60 a 90 kDa. Ambdues formen part de la bomba gastrica de
protons H+*/K*-ATP asa (144147), Els estudis experimentals han demostrat que la
reponsable de I'inici de la gastritis és la subunitat  (148). No hi ha cap evidéncia de
que hi hagi una reaccié autoimmunitaria dirigida contra les cel-lules zimogeniques
productores de pepsinogen I. Malgrat tot, estudis efectuats en ratolins han suggerit
que la perdua d’aquestes cel-lules podria estar relacionada amb una afectacié de
les vies implicades en la seva sintesi (149). Els estudis realitzats en pacients amb
gastritis autoimmunitaria confirmada histologicament, han demostrat que el titol
d’aCPG és inversament proporcional a la concentracié de cel-lules parietals i es
correlaciona amb la gravetat de I'atrofia del cos gastric (150), Classicament, s’ha
considerat que els aCPG eren més sensibles i els aFI més especifics pel diagnostic
de 'anémia perniciosa. El motiu és que la deteccié dels aCPG sol associar-se a la
preséncia d'una gastritis atrofica, en la majoria dels casos sense anémia associada.
En canvi, la positivitat dels aFI s’acompanya en la quasi totalitat dels casos d’'una
malabsorcié de vitamina B12, és a dir, d'una anemia perniciosa. Tot i aixi, alguns
autors han descrit, en pacients amb anémia perniciosa, una major prevalenca d’aF]I,
concretament en els pacients de raca negra, i una menor prevalenca d’aCPG,
sobretot en pacients joves (151), suggerint una menor sensibilitat dels aCPG pel
diagnostic de la malaltia. Eixisteixen poques dades a la literatura del seguiment
prospectiu d’ambdos autoanticossos en pacients amb anemia perniciosa. Davidson
i col-laboradors (152) realitzaren un seguiment durant un promig de 70 mesos a
113 pacients diagnosticats d’anemia perniciosa. Els resultats mostraren que, amb
el temps d’evolucié de la malaltia, hi havia una tendencia a la negativitzacio dels
aCPG. En canvi, els aFI presentaven una tendéncia a la positivitzacié. El motiu,
segons els autors de l'estudi, podria ser degut a la progressiva destruccié de
'antigen contra el qual es dirigeix la resposta immunologica dels aCPG, les cel-lules
parietals gastriques.

D’altra banda, la infeccié per H.pylori ha estat proposada, per alguns autors,
com a factor desencadenant de la gastritis atrofica autoimmunitaria. Aquesta
hipotesi es recolza en la similitud de trets histopatologics i clinics, observats tant
en l'atrofia gastrica autoimmunitaria com en la deguda a una infecci6 per H.pylori.

A més, un 20-30% dels pacients amb infeccié per H.pylori presenten aCPG positius
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i alguns autors han descrit, en pacients amb gastritis autoimmunitaria, una
correlaci6 positiva entre els aCPG i els anticossos contra I’H.pylori (153154, Malgrat
tot, aquestes troballes no s’han confirmat en tots els estudis (133). D’altra banda, el
tractament per a l'eradicaci6 de la infeccié per H.pylori en pacients amb gastritis
autoimmunitaria dona lloc a una milloria de la secreci6 acida gastrica en molts dels
pacients i a una remissié completa de la gastritis atrofica en una propocié variable
d’aquests (156), De totes formes, el temps necessari per observar una milloria és
molt lent i aquesta només és significativa després de molts anys de seguiment (157),
El fet que no s’aconsegueixi una remissio6 completa de la gastritis atrofica
autoimmunitaria en la majoria de pacients amb el tractament per a I'eradicaci6 de
I'H.pylori no va necessariament en contra de la implicacié de la infecci6 en la
patogénesi de la gastritis autoimmunitaria. Molt probablement indica I'existéncia
d’'un punt de «no retorn» a partir del qual el procés autoimmunitari ja no
requereix la preséncia continuada del patogen inductor (:58). El mecanisme que
s’ha proposat pel qual I’Hpylori podria induir l'autoimmunitat gastrica, en
persones genéeticament susceptibles, és I'existéncia de varis epitops comuns entre
les proteines de I’H.pylori iles de la bomba H*/K*-ATPasa gastrica (159,

En relaci6 a la susceptiblitat genetica, s’ha descrit, en ratolins, dues regions
distals del cromosoma 4, anomenades Gasal i Gasa2, que estarien relacionades
amb un major risc de desenvolupar una gastritis autoimmunitaria(160),
Posteriorment s’han identificat altres locus menors, el Gasa 3 i 4 (161) [ocalitzats al
cromosoma 6. En humans, hi ha algunes dades que suggereixen una predisposicio
genetica per desenvolupar una gastritis autoimmunitaria/anemia perniciosa. Entre
aquestes hi hauria I'agregaci6é familiar de la malaltia i la positivitat d’anticossos
aCPG en un 20-30% dels familiars de pacients afectes d’anemia perniciosa (162). En
relaciéo al HLA, no existeix una evidéncia clara de la relacié entre determinats
haplo/genotips i 'anemia perniciosa. Aixi, s’han descrit associacions de 'anémia
perniciosa amb I'HLA-DR4, DR2 (163) j el DR5 (164), D’altra banda, els pacients que
presenten una anemia perniciosa juntament amb una malaltia endocrinologica
sovint presenten el genotip DR3/DR4 (165), Per tant, aquestes dades recolzen una

heterogeneitat genética de la malaltia. Finalment, no s’ha descrit cap associacié
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entre l'anemia perniciosa/gastritis autoimmunitaria i dos gens que s’han

relacionat amb altres malalties autoimmunitaries, 'AIRE i el del CTLA-4 (166),
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Figura 2. Lesio gastrica de I'anémia perniciosa

La lesi6 inicial es caracteritza per un infiltrat inflamatori cronic de la submucosa amb cél-lules
inflamatories (1). L’infiltrat inflamatori cronic s’exten a la lamina propia (2) i s’associa a una
degeneraci6 de les cel-lules parietals i zimogeniques. La lesié avancada es caracteritza per una
perdua de les cel-lules parietals i zimogéniques que son substituides per cel-lules similars a les
de la mucosa intestinal (metaplasia intestinal (3). Modificat de Toh i col-laboradors
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3.4.2 Fisiopatologia del seu substracte anatomic: atrofia del cos gastric

La destrucci6 de les cel-lules parietals productores d’acid clorhidric déna
lloc a una hipo/aclorhidria. L’aclorhidria és la responsable de que es perdi el
feedback inhibitori de I'acid clorhidric sobre la secreci6 de gastrina per part de
I'antre i, que per tant, de que hi hagi una hipergastrinémia. La sintesi de forma
prolongada de gastrina té un efecte trofic de tipus proliferatiu sobre la mucosa
gastrica, de forma més concreta, sobre les cél-lules enterocromafins-like (ECL)
localitzades a les glandules oxintiques del fundus gastric. El ventall de lesions a les
cél-lules ECL inclou l'hiperplasia (simple, lineal o micronodular), la displasia i
finalment el tumor carcinoide (167). El tumor carcinoide es diagnostica en un 4-9%
dels pacients amb gastritis autoimmunitaria/anemia perniciosa i és 13 vegades
més freqiient que en un grup control (168169, Des d’'un punt de vista patologic, els
tumors carcinoides que es diagnostiquen en preséncia d'una gastritis cronica
atrofica solen ser petits, muticéntrics i localitzats al fundus gastric. A més, es
comporten d'una forma menys agressiva que els tumors carcinoides gastrics
esporadics (170),

Dels possibles marcadors serologics utilitzats pel cribratge dels tumors
neuroendocrins, la cromogranina A (CgA) és la que ha demostrat tenir una major
sensibilitat (171). La CgA és una glicoproteina de 49 kDa que s’expressa ampliament
a les cel-lules neuroendocrines. De fet, n’és el principal producte dels seus granuls
de secreci6 (172). Estudis recents indiquen que les concentracions sériques de CgA
es correlacionen de forma positiva amb la massa de cel-lules ECL en pacients que
presenten una atrofia del cos gastric d’etiologia autoimmunitaria (173). Malgrat tot,
també s’ha suggerit que la concentracié de CgA, per si sola, no és capag
d’identificar quin dels pacients amb hiperplasia de les cel-lules neuroendocrines
presenta un tumor carcinoide i per tant, no evita la necessitat de realitzar una
fibrogastroscopia. En canvi, la normalitat de la concentraci6 de CgA practicament
exclou la presencia d’'un tumor carcinoide, ja que presenta un valor predictiu

negatiu del 100% (1749,
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3.4.2.1 Pepsinogen i infeccié per I’'Helicobacter pylori

Al fundus i cos gastric s’hi sintetitzen, entre d’altres, dos peptids: el
pepsinogen I i la ghrelina. Hi ha dos tipus de pepsinogen, el I (PI), que es secreta a
les glandules oxintiques del cos gastric i el II (PII) que es sintetiza de forma
uniforme a tot I'estdbmac. Quan hi ha una atrofia del cos gastric la concentracio6 de
pepsinogen I disminueix mentre que la del pepsinogen II no es modifica o
disminueix discretament. Per aquest motiu, s’ha considerat que la concentracié de
pepsinogen I i/o del quocient pepsinogen I/pepsinogen II (PI/PII) reflexen amb
una alta fiabilitat el nombre de cel-lules i glandules oxintiques del cos gastric, és a
dir, reflexen el grau d’atrofia de la mucosa del cos gastric (175, Amb la progressié
de l'atrofia del cos gastric, les concentracions seriques de pepsinogen I
disminueixen i també ho fa el quocient pepsinogen I/Il. Existeixen varis estudis
que confirmen la utilitat de la determinaci6 del pepsinogen I i del quocient
pepsinogen /Il pel diagnostic de la gastritis atrofica. En aquest sentit, un quocient
PI/PIl inferior a 3 es considera un marcador fidedigne d’atrofia del cos gastric (176),
Una de les causes d’atrofia del cos gastric és la infeccid per H.pylori. De fet, la
meitat dels casos amb gastritis cronica per H.pylori evolucionen cap a una gastritis
atrofica (177), En aquest cas, s’ha pogut comprovar que els pacients infectats amb
una atrofia greu presenten un PI seric i un quocient PI/II baix (178). La infeccidé per
H.pylori, cursa inicialment, amb una inflamaci6 de la mucosa de '’estémac que pot
donar lloc a una concentracio serica alta de pepsinogen I. Amb el temps d’evolucid,
la infecci6 pot donar lloc a una atrofia gastrica. En aquest cas, hi haura una
disminuci6 de la concentracid serica de pepsinogen [ i/o de gastrina, en funcio6 de
la localitzacié de l'atrofia. Si aquesta esta localitzada uUnicament a l'antre, la
concentracio de gastrina sera baixa, degut a la destruccio de les cel-lules G antrals,
i la de pepsinogen I sera normal. En canvi, si I'atrofia és total (cos i antre) tant la
concentracio serica de gastrina com la de pepsinogen I seran baixes. Finalment, hi
podria haver inicament una atrofia localitzada al cos gastric. Entre les causants hi
hauria la gastritis de causa autoimmunitaria o tipus A i alguns casos d’infecci6 per
I'H. pylori. Els dos casos cursarien amb una concentracié seérica baixa de

pepsinogen I i una concentracié alta de gastrina.
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L’atrofia gastrica, tant la de causa infecciosa com l'autoimmunitaria,
s'acompanya de la substituci6 de la mucosa gastrica normal per glandules
d’aspecte metaplastic que no secreten acid ni gastrina (metaplasia intestinal) i que
expressen varies de les caracteristiques de la mucosa colonica o intestinal. Amb la
progressio de 'atrofia, les glandules metaplastiques s6n cada cop més immadures i
hi ha un canvi de la metaplasia intestinal completa (“tipus intesti prim”), cap a
formes incompletes (“tipus colonic”). Aquest canvi, seria el responsable del risc
incrementat de cancer gastric associat a la gastritis atrofica (179). A més, la
presencia d'una hipo/aclorhidria permet la colonitzacié de I'’estdmac per diferents
bacteris, entre ells I’'H. pylori, alguns dels quals produirien substancies
mutagéniques i carcinogéniques (189). Per tant, en l'actualitat s’accepta que la
gastritis atrofica, i per tant la infeccié per H.pylori que la causa, és un factor de risc
important del carcinoma gastric (181). S’ha calculat que fins a un 80% dels casos de
cancer gastric serien deguts a processos derivats de la infeccié per I’'H.pylori (182), E]l
risc de cancer gastric s’ha relacionat amb la gravetat i el grau d’extensié de la
gastritis atrofica. Aixi, el risc més alt és per aquells pacients que tenen una gastritis
greu que afecta a la totalitat de I'estomac (pangastritis: cos i antre) seguit d’aquells
que tenen Unicament afectaci6 de I'antre (183), De fet, al Jap6, un pais amb una
elevada morbi-mortalitat per cancer gastric, ja so6n molts els estudis que han
demostrat la utilitat de la determinaci6é conjunta de PI i quocient PI/II, pel seu
cribratge (184),

En relaci6 a I'anemia perniciosa i, per tant, al seu substracte histopatologic,
la gastritis cronica atrofica tipus A, la majoria d’estudis han descrit que la
incidencia d’adenocarcinoma gastric esta incrementada de 2 a 3 vegades en
aquests pacients (185186), Tot i aixi, no tots els estudis estan d’acord en aquest
increment de risc. Aixi, a un estudi america en el qual es va incloure un nombre
important de pacients amb anemia perniciosa es va descriure una incidencia de
cancer gastric del 1,2%, resultat molt similar a I'observat a la poblacié general (187),
En qualsevol cas, sembla que el risc més elevat seria durant el primer any després
del diagnostic (186.188),

En l'actualitat, es disposa de dues opcions per poder fer el diagnostic d’'una

gastritis atrofica i poder diferenciar una mucosa normal d'una patologica. La
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primera d’elles és la biopsia gastrica que permet un examen microscopic de la
mucosa tant del cos com de 'antre gastrics. Actualment, la valoracio histologica de
la gastritis es realitza segons els criteris del Sydney System (189). Per a fer una
correcta valoracid, aquest sistema recomana disposar com a minim de dues
biopsies del cos i dues de I'antre gastric. Per a 'analisi, es realitza una valoracio
semiquantiativa de 5 parametres que es classifiquen en lleuger, moderat o greu.
Aquests son: 1) inflamacié cronica (cel-lules mononuclears), 2) “activitat”
(inflamacié per polimorfonuclears, aguda), 3) atrofia, definida com una pérdua de
les glandules normals, 4) metaplasia intestinal, 5) colonitzacié de les biopsies per
I'H.pylori a zones no metaplastiques de l'epiteli. La segona, és una opci6 no
invasiva que consisteix en la determinaci6 serica o plasmatica de varis marcadors
biologics gastrics. Recentment, ha estat validat a Europa un test en el que s’inclou
la determinacié per ELISA de PI, PII, gastrina i anticossos IgG i IgA contra H.pylori,
anomenat “GastroPanel”’® (Biohit, Helsinki, Finlandia). El test ha demostrat ser ttil
pel cribratge de I'atrofia gastrica ja que mostra una molt bona correlacié amb la
histologia (199). A més, permet valorar també l'estrucutra i funcié de la mucosa de
I'antre. La realitzacio del test estaria indicada en aquells casos en que no hi hagués
simptomatologia digestiva. En la resta de casos, caldria fer un estudi histopatologic
de la mucosa mitjancant una fibrogastroscopia. En funcio del resultat dels diferents
parametres inclosos en el test s’obtindrien 3 grups diferents amb les seves
respectives recomanacions: A) mucosa normal i absencia d’infeccié per H.pylori. En
aquest cas la fibrogastroscopia no aportaria una informaci6 adicional, B) gastritis
de tipus no atrofica amb infeccié per H.pylori. La malaltia relacionada amb la
infecci6 es curaria amb el tractament medic per a l'eradicacié i en aquest cas,
tampoc la fibrogastroscopia tindria un valor afegit, C) gastritis atrofica amb o sense
infeccio6 per I'H.pylori. Es recomanaria remetre el pacient al digestoleg per estudiar
amb fibrogastroscopia la mucosa gastrica. En cas d’existir una infecci6 per H.pylori
associada a la gastritis atrofica es recomanaria el seu tractament. De fet, es
recomana tractar la infecci6 quan aquesta es presenta en el contexte d'una
patologia considerada “major” entre les quals hi ha I'atrofia gastrica (191,

En relacié al diagnostic de la infeccié per H.pylori no existeix una prova

“gold standard”. De totes formes, la fiabilitat de la majoria dels metodes utilitzats
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pel seu diagnostic és bona en el cas de pacients amb gastritis no atrofica. Aixi, la
sensibilitat i especificitat dels tests histologics solen ser superiors al 90% tot i que,
degut a que només es biopsia una petita zona de la mucosa, poden existir errors
deguts al mostreig. En canvi, el test de la urea marcada amb 13C (UBT o urea breath
test) i la serologia depenen menys d’'un error de la mostra. La seva sensibilitat i
especificitat solen ser superiors al 90% (192), La sensibilitat de la serologia amb IgA
és menor que amb IgG. De totes formes, un 2-7% dels pacients infectats presenten
Unicament un increment dels anticossos IgA (193), Quan la infecci6 per I'H.pylori es
presenta en pacients amb una atrofia gastrica és ben conegut que el diagnostic de
la infeccié pot ser dificultds ja que el bacteri pot desaparéeixer, amb el temps, degut
al microambient hostil de la mucosa gastrica. Per aquest motiu, els casos d’'infeccié
que es detecten mitjancant I'histologia i el test de la urea disminueixen i, en canvi,
la majoria dels casos (84%) poden diagnosticar-se mitjancant la serologia
(anticossos IgG i IgA) (194), Un estudi recent ha descrit que la seropositivitat contra
els antigens virulents CagA i VacA de I'H.pylori, detectat mitjancant un Western
blot, esta present en un alt percentatge de pacients amb atrofia del cos gastric. En
aquest estudi, un 47,8% dels pacients amb atrofia del cos gastric presentava, a
més, una anemia perniciosa. Només en dos d’ells la serologia contra els antigens

CagA i VacA del H.pylori va ser negativa (194,

3.4.2.2 Ghrelina

Al cos gastric, a més del pepsinogen I, també s’hi sintetiza un altre peptid
anomenat ghrelina. La ghrelina és un peptid de 28 aminoacids que fou descrit per
primer cop a I'any 1999 per I'equip de Kojima i col-laboradors (193) com el lligand
endogen del receptor secretagog de '’hormona de creixement tipus 1a (GHS-R 1a).
Existeixen dues formes de ghrelina: la n-octanoyl (acilada) i la des-n-octanoyl
(desacilada). El grup n-octanoyl al tercer aminoacid (serina 3) de la molecula de
ghrelina és essencial per a la seva unié al receptor especific (GHS-R1a), per a
estimular la secrecié de GH i molt probablement perqueé sigui bioldogicament activa

en les seves funcions endocrinologiques. La forma no acilada de la ghrelina,
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present en el serum a concentracions més altes que l'acilada, es creu que no té
funcions endocrinologiques. Tot i aixi, exerciria algunes funcions no-
endocrinologiques de tipus cardiovascular o antiproliferatiu, probablement unint-
se a d’altres subtipus de GHS-R (196). L’estémac, concretament les cel-lules
neuroendocrines X/A del cos gastric, n’és el lloc principal de la seva secreci6 tot i
que també es produeix en d’altres localitzacions com Il'intesti, el pancrees, el
ronyo, la placenta, la hipofisi i I'hipotalem. La ghrelina té multiples accions
fisiologiques entre les quals hi ha la d’'incrementar la gana (orexigen) mitjancant
I'estimulacié de neurones hipotalamiques que secreten substancies anaboliques
com el neuropeptid Y i1’ agouti-related protein (197), la d’estimular la secreci6é de GH
i la de regular la motilitat i secrecié acida gastrica. En persones sanes, la secrecié
de ghrelina incrementa just abans de l'inici de cada apat i disminueix de forma
rapida després de la ingesta, fet que ha suggerit que la ghrelina podria estar
implicada en la sensacié de gana previa a la ingesta alimentaria (198). Alguns autors
han suggerit que la insulina estaria implicada en aquesta disminuci6 post-ingesta
de la ghrelina (199, De fet, en persones sanes, tant primes com obeses, s’ha observat
que les concentracions seriques de ghrelina i insulina es correlacionen
negativament (200.201), En pacients amb DM1, s’ha pogut comprovar que la ghrelina
post-ingesta no disminueix quan hi ha un deficit insulinic greu no tractat mentre
que el tractament amb insulina basal d’aquests pacients és suficient per a
disminuir la ghrelina (199). Tot i aixi, en els pacients amb DM1 tractats amb insulina
la disminucié posprandial de ghrelina és superior quan s’utilitza una insulina
rapida abans de I'apat que quan s’administra inicament una insulina basal (199.202),
Per aquest motiu, s’ha suggerit que la disminucié de ghrelina deguda a la insulina
podria ser deguda, al menys en part, a 'efecte que la insulina exerceix sobre la
glicémia, i no tant a un efecte intrinsec de la insulina (200), Els estudis que han
valorat la ghrelina en pacients en DM1 s’han realitzat principalment en nens. La
major part d’ells mostren unes concentracions de ghrelina, tant total (203-205) com
acilada (206), més baixes en els pacients amb DM1 que en el grup control.

La ghrelina es produeix principalment al cos gastric. Per aquest motiu, varis
estudis han valorat la possibilitat de que la seva sintesi pogués estar afectada en

casos d’atrofia i inflamacié del cos gastric, més concretament en presencia d'una
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infecci6 per H.pylori. Els estudis han demostrat una menor sintesi gastrica de
ghrelina i unes menors concentracions seriques d’aquesta en presencia de la
infeccio. En aquest cas, les concentracions seriques de ghrelina total (acilada i no
acilada) s’han correlacionat amb el grau de lesié histopatologica gastrica, en
concret amb el grau d’atrofia, essent les concentracions més baixes les observades
en preséncia d'una atrofia greu (297). S’ha demostrat, també, que les concentracions
seriques baixes de ghrelina total s’associaven a unes concentracions seriques
baixes de pepsinogen I i a un quocient pepsinogen I/II baix, ambdds considerats
marcadors bioquimics d’atrofia del cos gastric. En canvi, els estudis que han
valorat la forma acilada de la ghrelina en pacients amb atrofia gastrica han mostrat
resultats controvertits. Aixi, s’ha descrit un augment tant de la ghrelina acilada i
del quocient ghrelina acilada/ghrelina total (298) com una disminucié de ghrelina
acilada (299) en pacients amb atrofia gastrica. Existeix un tnic estudi (219 que hagi
valorat les concentracions de ghrelina en pacients amb gastritis autoimmunitaria.
Els resultats obtinguts mostren que els pacients amb anticossos aCPG positius
presenten unes concentracions seriques totals de ghrelina significativament més
baixes que les d’'un grup control sa. A més, I'estudi suggereix la determinacio de les
concentracions seriques totals de ghrelina per a fer el cribratge de I'atrofia del cos
gastric ja que la seva sensibilitat i especificitat pel diagnostic serien més altes que
les de la gastrina i el quocient PI/PII.

Tal i com s’ha comentat previament, la ghrelina és sintetizada per un grup
de cel-lules neuroendocrines gastriques, les X/A. A la gastritis cronica
autoimmunitaria, en fase d’atrofia, hi ha una hipergastrinemia que estimula la
proliferaci6 d'un altre grup de cel-lules neuroendocrines gastriques, les
enterochromoafins-like (ECL). La proliferacié d’aquestes cél-lules pot donar lloc a
una hiperplasia o, en una fase més evolucionada, a un tumor carcinoide. Els estudis
immunohistoquimics efectuats en pacients, tant amb hiperplasia de cel-lules
neuroendocrines com amb tumors carcinoides, han mostrat que la majoria
d’aquestes lesions expressen i sintetitzen ghrelina (211-215), tot i que la hiperplasia
és de les ECL i no de les cel-lules X/A. Aquest augment d’expressio de ghrelina
també s’ha descrit en tumors neuroendocrins d’altres localitzacions com el

pancrees, el pulmo, la tiroide, la paratiroide i la glandula pituitaria. Malgrat la

47



Introduccio

presencia de cel-lules productores de ghrelina en aquestes lesions tumorals
neuroendocrines, les xifres de ghrelina a la circulacié periferica en aquests casos
solen ser normals (212216.217), A més, sembla ser que les concentracions seriques de
ghrelina no es relacionen amb la quantitat de peptid sintetitzat per part de les
cél-lules tumorals (212.213), D’altra banda, s’han descrit a la literatura casos aillats de
carcinomes neuroendocrins de localitzacié gastrica i pancreatica, en els quals s’han
detectat xifres seriques molt altes de ghrelina, anomenats genéricament
ghrelinomes, de significat clinic incert (214218), Finalment, alguns estudis realitzats
in vitro indiquen que la ghrelina tindria propietats anti-inflamatories. Aquesta
accio seria deguda a una inhibici6é de la sintesi de citocines pro-inflamatories (IL-
1B, IL-6, TNF-a) per part dels monocits i dels limfocits T (219), Les seves propietats
anti-inflamatories s’han pogut demostrar en el model animal d’artritis (220), sepsi
(221), colitis (222) i esclerosi multiple (223), Concretament, en aquesta ultima s’ha
pogut demostrar que I'administracié subcutania de ghrelina als ratolins era capag
de disminuir la gravetat de I'encefalomielitis experimental autoimmunitaria, model
experimental de l'esclerosi multiple. D’altra banda, en varies malalties
inflamatories com I'esclerosi multiple (224), la vasculitis (225), la malaltia celiaca (226) i
la colitis (227), s’han descrit concentracions periferiques elevades de ghrelina total
que, segons alguns autors (222), podrien correspondre a un mecanisme

compensatori per intentar controlar el procés pro-inflamatori d’aquests pacients.

3.4.3 Presentacio clinica:

3.4.3.1 Anemia per malabsorcié de vitamina B12 i/o de ferro

La gastritis atrofica autoimmunitaria pot cursar amb una malabsorci6 de
vitamina B12 i/o de ferro. D'una banda, existeix una destrucci6 de les cel-lules
parietals que sintetitzen el factor intrinsec, necessari per a l'absorcié de la
vitamina B12 a l'intesti prim. A més, la presencia d’anticossos contra el factor
intrinsec impedeix la formacié del binomi vitamina B12-factor intrinsec. Per
aquest motiu, amb l'evoluci6é natural de la malaltia els diposits de vitamina B12
disminueixen progressivament fins a I'aparicié, a la fase final de la malaltia, d'una

anemia clinica anomenada anémia perniciosa, també coneguda com a malaltia de
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Bierner o anémia addisoniana (228), Aquesta és una anémia de tipus macrocitic i la
desenvolupen aproximadament un 10-15% dels pacients amb gastritis
autoimmunitaria. Tot i aixi, es creu que el temps necesari perque la gastritis
autoimmunitaria evolucioni cap a una anémia perniciosa pot arribar a ser de entre
20 i 30 anys (229), El terme “anemia perniciosa” sovint s’utilitza com a sindonim de
deficit de cobalamina o d’anemia macrocitica, pero, en realitat, s’hauria d’utilitzar
Unicament per aquelles situacions que cursen amb una alteracié de la secrecié del
factor intrinsec i una gastritis cronica atrofica (239). Existeixen molts pocs estudis a
la literatura que hagin realitzat un seguiment prospectiu de les concentracions
seriques de vitamina B12 en pacients afectes d’'una atrofia gastrica (231-233), Els
resultats d’aquests estudis, amb un promig de seguiment entre 2 i 14 anys, han
mostrat una incidencia de malabsorcié de vitamina B12 entre el 14 i el 23%. De
tots ells, I'estudi de Irvine i col-laboradors (234) és el que ha inclds un major
nombre de pacients. En aquest estudi, es realitza un seguiment prospectiu (1-15
anys) de 90 pacients amb una gastritis autoimmunitaria atrofica. Durant el periode
de seguiment, un 19% dels pacients va desenvolupar una malabsorcié de vitamina
B12. Només un d’aquests pacients presentava anemia clinica en el moment del
diagnostic mentre que a la resta de pacients 'hemograma fou normal. La detecci6
del deficit de vitamina B12 és important ja que aquesta és un co-factor necessari
per la metionina sintetasa. Aquest enzim és un factor clau en la metilaci6 de
I’homocisteina que la transforma en metionina. Per tant, el deficit de vitamina B12
doéna lloc a un acimul d’homocisteina a les cel-lules i a la circulacié que provoca un
dany cel-lular, especialment al sistema nervids. L'organisme disposa de 3
mecanismes per convertir '’homocisteina en productes menys lesius que puguin
ser eliminats per part de les cel-lules. El fet que 'hiperhomocisteinémia afecti de
forma especial al sistema nervids és degut a que les cel-lules d’aquest sistema
Unicament disposen de la via de la metionina sintetasa, que necessita a la vitamina
B12, per poder metabolitzar 'homocisteina. A més, es considera que el dany
provocat al sistema nervios és irreversible, i a diferencia de 'anémia, no millora, o
ho fa molt discretament, amb I'administracié de la vitamina B12 (235), Cal remarcar,

a més, que un percentatge no despreciable de pacients amb transtorns neurologics
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deguts a un deficit de vitamina B12 no presenten anémia ni augment del volum
corpuscular mig dels hematies (236),

D’altra banda, els pacients amb gastritis autoimmunitaria també poden
presentar una anemia ferropenica. De fet, el 20-30% de pacients amb anémia
ferropénica refractaria sense evidéncia de sagnat gastrointestinal presenten una
atrofia gastrica amb aclorhidria com a causant de I'anémia (237-239), Aquesta és
deguda a que l'aclorhidria no permet la reducci6 de la forma ferrica del ferro,
present a la majoria d’aliments, cap a la ferrosa, necessaria per a la seva absorcio.
Alguns autors (240) han suggerit que el tipus d’anémia dels pacients amb gastritis
autoimmunitaria podria estar relacionat amb alguns parametres com l'edat i el
sexe. D’aquesta manera, 'anemia ferropénica seria més freqiient en dones joves, en
les quals les pérdues menstruals agreujarien la malabsorcié de ferro. En canvi,
I'anémia perniciosa, deguda a un deficit de cobalamina, seria un tret de presentacio
més caracteristic de gent gran ja que, perque aquesta es presenti, és necessari una
disminucié important de la secrecié del factor intrinsec i, per tant, de la vitamina

B12, fet que requereix una llarga evoluci6 de la malaltia.

3.4.3.2 Associacio de la gastritis autoimmunitaria amb altres malalties

autoimmunitaries

Finalment, s’ha descrit una associacié entre I'anemia perniciosa i d’altres
malalties autoimmunitaries com la DM1 (164 (3-4%), el vitiligen (2-8%) (241,
algunes citopénies autoimmunitaries com l'anémia hemolitica i la purpura
trombopénica idiopatica (242243) i sobretot amb la malaltia autoimmunitaria
tiroidal (3-32%) (244 (també anomenada autoimmunitat tirogastrica). De fet,
I'associaci6é entre la malaltia autoimmunitaria tiroidal i 'anémia perniciosa esta
inclosa en la SPA tipus III b. Concretament, en els pacients amb malaltia de Graves-
Basedow s’ha descrit una positivitat d’aCPG del 22% i en els pacients amb
hipotiroidisme autoimmunitari d’entre el 32 i el 40% (245246), A més, s’ha descrit
que una tercera part dels pacients amb malaltia autoimmunitaria tiroidal
presenten atrofia del cos gastric confirmada histologicament i que d’aquests, un

82% presenten anémia (247). Aquesta associacié entre l'autoimmunitat gastrica i
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tiroidal suggereix la possible existéncia d’'un factor immunologic comu entre les
dues malalties. En aquest sentit, un Unic grup ha descrit la preséncia d'un epitop
comu entre la peroxidasa tiroidal i 'antigen de la cél-lula parietal gastrica, la
bomba H*/K+*-ATPasa (248), Tot i aixi, en el moment actual no existeix una explicacio6
patogenica de I'associacio entre ambdues malalties.

La gastritis autoimmunitaria cursa amb una hipo/aclorhidria deguda a una
destruccié de les cel-lules parietals productores d’acid clorhidric. Recentment, s’ha
pogut comprovar que els pacients amb una alteraci6 de la secrecié acida gastrica
presenten una malabsorcié de la levotiroxina que requereix un increment de la
seva dosificacié (249, En el cas de la gastritis autoimmunitaria, un estudi recent ha
demostrat que els requeriments del tractament substitutiu amb levotiroxina sén
més alts en els pacients amb aCPG positius que en els amb aCPG negatius.
Concretament, aquells que requereixen una dosi diaria de levotiroxina més alta
(ng/Kg/dia) son els que presenten una atrofia de la mucosa gastrica associada a la
positivitat dels aCPG (250),

Les concentracions seriques de pepsinogen I s’han avaluat en dues malalties
autoimmunitaries: la tiroidal i la purpura trombopenica idiopatica. L’estudi de
Segni i col-laboradors (246) avalua a 129 nens diagnosticats d'una malaltia
autoimmunitaria tiroidal. D’aquests, un 30% presentaren aCPG positius. Les
concentracions seriques de pepsinogen I foren baixes en un 12% dels pacients amb
aCPG positius en comparacié amb un 2% dels aCPG negatius. La fibrogastroscopia
d’'un subgrup de pacients amb aCPG positius va demostrar que tots els pacients
que tenien una atrofia moderada o greu del cos gastric presentaven concentracions
seriques baixes de pepsinogen I. D’altra banda, Junca i col-laboradors (251, varen
estudiar les concentracions sériques de pepsinogen I, juntament amb les de
gastrina, vitamina B12 i el titol d’aCPG a 179 pacients diagnosticats de purpura
trombopénica idiopatica. L’estudi mostra que un 20,3% dels pacients presentaven
concentracions seriques baixes de pepsinogen I. D’aquests, 10/27 presentaven una
hipergastrinémia associada. A més, les concentracions seriques de vitamina B12
foren significativament més baixes en els pacients amb pepsinogen I seric baix que

els que tenien un pepsinogen [ normal. Segons els autors, les troballes de I'estudi,
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confirmarien la coexisténcia de dues malalties autoimmunitaries: l’anémia

perniciosa i la purpura trombopeénica idiopatica.

3.4.4 Seguiment endoscopic

En relacié a la indicaci6o de realizar o no una fibrogastroscopia en els
pacients amb anemia perniciosa, la majoria d’autors estan d’acord en recomanar-la
en el moment del seu diagnostic (252). En canvi, és un tema controvertit si els
pacients amb gastritis autoimmunitaria/anémia perniciosa han de seguir un
programa en el que es realitzi un seguiment endoscopic de forma regular amb
I'obtencié de multiples biopsies gastriques. Aixi, alguns autors recomanen el seu
seguiment de forma regular (253254 mentre que d’altres només aconsellen
realitzar-lo en cas de que hi hagin simptomes del tracte digestiu alt (246),

De fet, els tumors carcinoides que es diagnostiquen en aquests pacients no
sén molt agressius i a més no esta encara clar que el risc de carcinoma gastric
estigui incrementat. En relaci6 al risc d’aparicié6 d’'un tumor carcinoide, alguns
autors han suggerit un seguiment endoscopic cada 5 anys en aquells casos amb
hiperplasia de les ECL, més concretament quan la gastrina i la CgA son altes (>300
ng/L i >120 ng/ml, respectivament) (255256), E] tractament proposat pels tumors
carcinoides en el contexte d’'una gastritis autoimmunitaria varia en funcio de la
seva mida i el seu niumero. Aixi, si la mida és inferior a 1 cm i/o n’hi ha menys de 3,
es podria adoptar una actitud expectant o bé fer una resseccié (257), En canvi, si sén
més grans d'un centimetre i/o un ndmero superior a 5, alguns autors han proposat
la realitzaci6 d'una antrectomia que disminuiria el nombre de cel-lules G,
productores de gastrina (258), Tant si es realitza una antrectomia com una
polipectomia, en aquests casos, s’aconsellaria un seguiment endoscopic cada 6
mesos. D’altra banda, en un nombre limitat de casos (n=8), I'administracié d’un
analeg de la somatostatina com l'octeotride ha demostrat, en els pacients amb
gastritis atrofica i hipergastrinemia, una disminuci6 de la hiperplasia de les ECL
(259),

En relaci6 al risc de carcinoma gastric, la majoria d’estudis han demostrat

que aquest es troba incrementat de 2 a 3 vegades en els pacients amb gastritis
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autoimmunitaria/anémia perniciosa (187.189, 256, 260), Es recomana un seguiment

endoscopic cada 5 anys en preséncia d'una displasia lleu/moderada (256),

3.5 Diabetis mellitus tipus 1 i gastritis autoimmunitaria

La prevalenga de gastritis autoimmunitaria en els pacients amb DM1 esta
incrementada entre 3 i 5 vegades (164, Els aCPG es consideren un bon marcador de
gastritis autoimmunitaria o tipus A ja que aquests sOn citotoxics per a la mucosa
gastrica (261), La prevalenca descrita d’aCPG en els pacients amb DM1 oscil-la entre
el 10i el 15% en els nens i entre el 151 el 20% en poblacié adulta (97.261,.164) Alguns
autors han descrit una prevalenca augmentada en el sexe femeni (254262), tot i que
d’altres no ho han confirmat (162), Els factors de risc de tipus immunologic que
s’han associat amb la positivitat dels aCPG inclouen la persisténcia de la positivitat
dels anticossos contra els illots (255263, ]a positivitat dels GAD (264) i la positivitat
contra la peroxidasa tiroidal (associacié tiro-gastrica). Una de les possibles
explicacions de 'associaci6 dels aCPG amb els anticossos contra GAD-65 podria ser
el fet que la descarboxilasa 65 de I'acid glutamic, a més d’expressar-se al pancrees i
al cervell, també s’expressa a la glandula tiroide i a I'estémac (®7). Alguns autors han
suggerit que la preséncia d'uns anticossos contra GAD positius podria representar
un major risc d’autoimmunitat general, mentre que els anticossos contra la 1A-2
serien un marcador més especiific de destruccié de la cel-lula beta pancreatica (°9).
El terme “autoimmunitat tiro-gastrica” s’ha utilitzat per a definir la prevalenga
d’anticossos antitiroidals i/o MAT en pacients amb anémia perniciosa (247). En
pacients amb DM1, els estudis transversals en els que s’han determinat varis
autoanticossos associats a la malaltia, han confirmat aquesta associacié tiro-
gastrica (97.164.261), Aix{, un 33-45% dels pacients amb DM1 i aCPG positius presenta
positivitat pels aTPO, mentre que la seva positivitat disminueix al 17-22% en els
pacients amb aCPG negatius. En relacié a la malaltia clinica, en els pacients amb
DM1 també s’ha descrit un major risc de desenvolupar una anémia perniciosa en
aquells que presenten una malaltia autoimmunitaria tiroidal (°®%). Aixi, la prevalenca

descrita d’anemia perniciosa en els pacients amb DM1 i malaltia autoimmunitaria
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tiroidal ha estat del 6,3% (8,5% en les dones) (265), percentatge més elevat que el
4% descrit per a pacients unicament amb DM1 (266-268),

En relaci6 a la predisposicié genetica, fins al moment actual, en els pacients
amb DM1 no s’ha descrit cap haplotipus HLA que s’hagi associat de forma clara a
un major risc de gastritis autoimmunitaria. Unicament s’ha descrit una associaci6
deébil amb I'haplotip HLA-DQA1*0501-B1*0301, lligat a I’ HLA-DR5 (264),

Existeix un unic treball a la literatura que hagi valorat la histologia de la
mucosa gastrica de pacients amb DM1 en funci6 de la positivitat o no dels aCPG
(150), Aquest estudi mostra que els pacients amb aCPG positius presenten, en
comparaci6 amb els aCPG negatius, una major prevalenca de gastritis
autoimmunitaria amb o sense atrofia total associada, una major infiltracié de la
mucosa gastrica per cel-lules T i B i menys cel-lules parietals a les glandules
oxintiques. Concretament, la prevalenca de gastritis autoimmunitaria, en els
pacients amb aCPG positius és del 57% en comparacié amb el 10% dels aCPG
negatius. La definici6 utilitzada a I'estudi per a la gastritis autoimmunitaria fou la
presencia, a la biopsia gastrica, d'una infiltracié limfocitaria difusa de la lamina
propia, una destruccio focal de les glandules oxintiques per part dels limfocits i una
pseudohipertrofia de les cel-lules parietals. A més, I'estudi descriu una correlacio
inversa entre la gravetat de l'atrofia del cos gastric, mesurada amb el percentatge

de les cel-lules parietals de les glandules oxintiques, i el titol d’aCPG.

3.5.1 Estudi del metabolisme del ferro

L’estudi del metabolisme del ferro en els pacients amb DM1 i la seva relaci6
amb la positivitat o no dels aCPG ha estat valorada en varis treballs. L’estudi de
Riley i col-laboradors (261), en el que es varen incloure 771 pacients amb DM1 d’una
edat mitja de 13+0,4 anys, va mostrar que les concentracions seriques de ferritina
eren significativament més baixes en els pacients amb aCPG positius (n=24) que en
els negatius (n=65). Posteriorment s’han publicat d’altres estudis que han valorat
el metabolisme del ferro en pacients amb DM1 i la seva relacié amb els aCPG, tots

ells realitzats pel mateix grup de treball. Els resultats han mostrat que la
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prevalenca d’anemia ferropéenica és més elevada en els pacients amb aCPG positius
(15-32%) que en els pacients amb aCPG negatius (7-12%)150.164, Per a la valoracio
del metabolisme del ferro s’utilitzaren parametres com la siderémia, la
transferrina, l'index de saturacié de la transferrina i la ferritina, tots ells
ampliament acceptats. El ferro, al plasma, és transportat per la transferrina.
Mitjancant la interaccié amb el seu receptor (receptor soluble de la transferrina
(sTfR)) el ferro s’allibera a les cel-lules. Practicament totes les cel-lules, a excepcid
de les cel-lules madures de la série roja, expressen el sTfR a la seva superficie. La
densitat del receptor a les cel-lules depen de la disponibilitat del ferro. Aixi, el
deficit de ferro s’associa a un augment de la sintesi del sTfR mentre que el seu
excés la suprimeix. S’accepta que el sTfR que es mesura a plasma és proporcional a
la quantitat existent a nivell cellular. Aquest prové majoritariament dels
eritroblastes i en menor proporcid dels eritrocits (269 i és utilitzat per a la sintesi
d’hemoglobina. La causa més freqiient d’'un augment de les concentracions de sTfR
és la preséncia d’'una eritropoiesi amb un deficit de ferro. La determinaci6 serica
del sTfR ha demostrat ser util per a diferenciar 'anemia ferropenica de I'anemia
present a la inflamacié cronica (279) ja que, a diferéncia de la ferritina i de la
tranferrina, les concentracions del sTfR no s’afecten en presencia d’'una inflamaci6
cronica, mantenint-se dintre del rang de la normalitat. A més, ha demostrat ser un
bon indicador d’anémia ferropénica en les seves fases inicials (271), Existeix un tinic
treball a la literatura que hagi valorat les concentracions seriques de sTfR en
pacients amb DM1 aixi com la seva relaci6 amb la presencia o no d’aCPG (¢72), Els
resultats de I'estudi mostren que les concentracions seriques de sTfR s6n més altes
en els pacients amb DM1 i aCPG positius que en els aCPG negatius. A més, també
s’observa una correlacié negativa del sTfR amb la siderémia, la transferrina i el
quocient sTfR/ferritina. Aquest fet, segons els autors, indica que la determinacié
del sTfR seria més sensible per la deteccié de ferropénia que d’altres parametres
que s’utilitzen habitualment. Per aquest motiu, la conclusi6 de l'estudi és que,
també en els pacients amb DM1, la determinacié del sTfR és un parametre sensible

per a la valoraci6 del balang del ferro.
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3.5.2 Estudi de la cobalamina

L’anémia perniciosa es considera la fase final de la gastritis
autoimmunitaria. Aquesta esta present en aproximadament un 10-15% dels
pacients amb DM1 i aCPG positius mentre que el percentatge incrementa fins a un
25% en aquells que presenten una gastritis autoimmunitaria (150.166), Hi ha molt
pocs estudis descrits a la literatura que hagin valorat la prevalenca d’anémia
perniciosa en fase latent o pre-clinica en els pacients amb DM1, és a dir, la
presencia d'unes concentracions seriques baixes de cobalamina d’origen
autoimmunitari gastric sense anemia associada. La prevalenga descrita en aquests
estudis ha estat entre el 1,1 i el 4% (164261267) Cal remarcar que el criteri
diagnostic utilitzat per a definir 'anemia perniciosa latent no ha estat homogeni, és

a dir, ha variat en funcio de 'estudi.

3.5.3 Estudis histopatologics

L’estudi que ha realitzat un examen histopatologic de la mucosa gastrica a
un major nombre de pacients amb DM1 i aCPG positius ha estat el de De Block i
col-laboradors (150) .Concretament, es biopsiaren 47 pacients amb DM1 i aCPG
positius, un 57% dels quals presentaren una gastritis autoimmunitaria. Els
pacients amb gastritis autoimmunitaria presentaren, en comparacié amb el que
tenien una mucosa gastrica normal, un major grau dhipoclorhidria,
concentracions seériques meés altes de gastrina, una menor massa de cel-lules
parietals i un major grau d’atrofia del cos gastric i de metaplasia intestinal.

A la gastritis autoimmuitaria hi ha una hipergastrinemia, deguda a
'aclorhidria gastrica, que és la responsable de que hi hagi una hiperplasia de les
cél-lules ECL (figura 3). En els pacients amb DM1 i aCPG positius, la prevalenga
descrita d’hiperplasia de les ECL és del 9% i de fins un 30% quan la positivitat dels
aCPG s’associa a una gastritis autoimmunitaria (255). A més, en els pacients amb

DM1, també s’ha estudiat la possible utilitat de marcadors bioquimics de tumors
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carcinoides (gastrina i la cromogranina A) com a complement a la histologia. En
aquest sentit, 'estudi realitzat per De Block i col-laboradors ha descrit que els dos
son bons parametres per a detectar la presencia d’'una hiperplasia de les cél-lules
ECL. Concretament, la CgA presenta una sensibilitat del 100% i una especificitat
del 59% que incrementen fins el 100% i el 80%, respectivament, si la seva
determinaci6 es realitza conjuntament amb la de la gastrina (255). En canvi la
sensibililitat de la gastrina és del 83% i I'especificitat del 23%. Per aquest motiu,
'estudi suggereix que aquests marcadors bioquimics podrien utlilitzar-se de forma
complementaria a la histologia per detectar I'hiperplasia de 'ECL ja que, a més,
aquesta és dificilment detectable a I’endoscopia i, per tant, podria passar
inadvertida. La concentracié seérica suggerida pels autors per a la sospita d'una
hiperplasia de les ECL és la d’'una gastrina > 300 ng/1 i la d’'una CgA >120 ng/ml.

En relacié a la necessitat de realitzar una exploracié endoscopica en els
pacients amb DM1, el grup de treball liderat pel Dr. De Block, que és el que ha
estudiat més ampliament la gastritis autoimmunitaria en els pacients amb DM1, ha
suggerit que aquesta s’hauria de realitzar com a minim en una ocasié en aquells

casos amb aCPG positius, anemia i/o xifres altes de gastrina (166),
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Diabetis mellitus tipus 1

I

Anticossos contra la cél-lula parietal
gastrica (H'/K*- ATPasa): 15-20%

N

l Factor intrinsec Destruccio H*/K+- ATPasa
| Vitamina B12 Hipo/aclorhidria ———— Hipergastrinemia

Anémia pemiciosa Anémia ferropénica

W 74

Proliferacio cél-lules ECL

J

Tumor carcinoide

H.pyloni Metaplasia
intestinal-displasia

ﬂ &
Adenocarcinomai

Figura 3. Representacié esquematica de les manifestacions de la gastritis autoimmunitaria.
En les fases inicials de la gastritis autoimmunitaria I’estudi histologic mostra la preséncia d’'un
infiltrat limfocitari a la submucosa i a la lamina propia. En una etapa posterior, hi ha una disminuci6
en el nimero de glandules oxintiques, cel-lules parietals i zimogéniques, que seran substituides per
glandules d’aspecte metaplastic que no secreten acid ni gastrina (metaplasia intestinal). La
proliferacid de les cél-lules enterocromafin-like (ECL), deguda a I'hipergastrinémia mantinguda, és
la responsable de la progressio cap a un tumor carcinoide gastric en una petita proporcié dels

pacients. Modificat de De Block et al (166)
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La diabetis mellitus tipus 1 s’associa a la presencia d’altres malalties
autoimmunitaries com la tiroidal, la celiaquia, 'anemia perniciosa i 'adrenal.
Cadascuna d’elles esta associada a la producci6 d’autoanticossos especifics d’organ
que permeten la detecci6 del procés autoimmunitari en una fase previa a I'inici de
la malaltia clinica. Aixi, la malaltia autoimmunitaria tiroidal s’associa a anticossos
positius contra la peroxidasa i la tiroglobulina tiroidals, la celiaquia a anticossos
contra la transglutaminasa, I'anemia perniciosa a anticossos contra la cel-lula
parietal gastrica i contra el factor intrinsec i la insuficiencia suprarenal a
anticossos contra I'escorc¢a adrenal. Un subgrup dels pacients amb autoanticossos
positius desenvolupara malaltia clinica durant el seguiment. Tot i aixi, en el
moment actual, no hi ha consens en quina hauria de ser la freqiiencia del cribratge
d’aquestes malalties en els pacients amb DM1, en quin hauria de ser el parametre a
determinar (anticossos i/o proves hormonals) ni tampoc en quin hauria de ser el
seguiment en aquells casos amb autoanticossos positius. Aixi, alguns autors
recomanen el seu cribratge de forma regular, mentre que d’altres el recomanen
Unicament en presencia de simptomatologia clinica. De totes elles, les malalties
més estudiades han estat la tiroidal i l1a celiaca. En canvi, les dades a la literatura
relacionades amb la gastritis autoimmunitaria en els pacients amb DM1 s6n més
escasses. Aquesta ultima es caracteritza per I'atrofia del cos i fundus gastrics i per
la presencia d’anticossos contra les cel-lules parietal gastriques i contra el factor
intrinsec. L’anémia perniciosa, deguda a un deficit de vitamina B12, apareix a les
fases finals de la malaltia. Existeixen pocs estudis a la literatura que hagin valorat
I'autoimmunitat gastrica en els pacients amb DM1 i la majoria dels que ho han fet
han estat realitzats pel mateix grup de treball. En el moment actual, les
recomanacions del seu cribratge en els pacients amb DM1 sén les aconsellades per
aquest Unic grup de treball mentre que les diferents societats cientifiques no s’han
pronunciat en quin hauria de ser el seu cribratge. De fet, en relaci6 a la gastritis
autoimmunitaria, la darrera guia de recomanacions per a pacients amb DM1
aconsellades per ’ADA, Gnicament menciona que caldria considerar el cribratge

del déficit de vitamina B12 quan hi hagi una sospita clinica, mentre que qliestiona
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el seu cribratge en pacients assimptomatics (273) .Els resultats obtinguts en els
diferents treballs d’aquesta tesi permetran ampliar les dades relacionades amb
I'autoimmunitat gastrica en els pacients amb DM1. D’altra banda, en aquesta tesi
s’ha volgut analitzar, en els pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria, la
possible utilitat de la determinacié de dos parametres bioquimics (pepsinogen I i
ghrelina) per la valoracié de l'estat morfologic de la mucosa gastrica d’aquests
pacients. Previament a la publicacié dels nostres estudis, les concentracions de
ghrelina a sang periférica s’havien estudiat en pacients amb gastritis cronica
atrofica d'una etiologia diferent a 'autoimmunitaria, la infecciosa (H.pylori). D’altra
banda, les concentracions seriques de pepsinogen I s’havien estudiat pel cribratge
de la gastritis atrofica, situacié associada a un major risc de cancer gastric a la
poblacio6 general.

Tanmateix, s’ha considerat interessant aprofundir en I'estudi fisiopatologic
de la gastritis autoimmunitaria en els pacients amb DM1. Concretament, s’ha
estudiat la subpoblacié de cel-lules Tregs, per valorar la possible implicaci6 que
aquest grup celllular podria tenir en l'aparici6 d'una segona malaltia
autoimmunitaria com la gastritis en els pacients amb DM1. Les Tregs son les
encarregades de suprimir I'accié dels limfocits T efectors contra antigens propis
que han escapat de la seleccié timica i, per tant, estan relacionades amb la
tolerancia immunologica a nivell periferic.

Finalment, els estudis que han valorat diferents aspectes relacionats amb
la gastritis autoimmunitaria en els pacients amb DM1 han estat de tipus
transversal. Manquen, en el moment actual, estudis prospectius que clarifiquin la
freqiiencia i el temps durant el qual s’hauria de fer el cribratge d’aquesta malaltia
en els pacients amb DM1. Per aquest motiu, es va considerar interessant realitzar
un seguiment prospectiu a 5 anys d'un grup de pacients amb DM1 en el qual els
principals parametres utilitzats per 'estudi de la gastritis autoimmunitaria foren
els anticossos contra la cel-lula parietal gastrica i la concentraci6 seérica de

pepsinogen L.
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Es plantejen les segiients hipotesis que seran desenvolupades a les

successives publicacions:

1.- Estudi de les concentracions sériques de pepsinogen I en una poblacio de pacients

amb diabetis mellitus tipus 1

Els pacients amb diabetis mellitus tipus 1 presenten una prevalenca
incrementada d’altres malalties autoimmunitaries entre les quals hi ha la gastritis
autoimmunitaria o tipus A. Aquesta es caracteritza per ser una gastritis cronica
amb atrofia del fundus i cos gastric. Les concentracions seriques baixes de
pepsinogen I, peptid sintetizat a les cel-lules zimogeniques o principals del fundus
0 cos gastric, es consideren un marcador bioquimic amb una alta sensibilitat pel
diagnostic de I'atrofia del cos gastric.

Préviament a la publicacié del primer estudi de la tesi, s’havia descrit que el
percentatge de pacients afectes de purpura trombopenica idiopatica, una malaltia
d’etiologia autoimmunitaria, que presentava concentracions seériques baixes de
pepsinogen I, utilitzat com a marcador d’anemia perniciosa latent, era clarament
superior a I'observat en un grup control sa. A més, les concentracions seriques de
cobalamina foren significativament més baixes en els pacients amb pepsinogen I
seric baix que en els que el pepsinogen I fou normal. Aquest fet suggeri I'associacio
entre la purpura trombopenica idiopatica i 'anémia perniciosa en la seva forma
latent, ambdues d’etiologia autoimmunitaria.

D’acord amb els resultats d’aquest estudi, la meva hipotesi de treball és que
els pacients amb DM1, malaltia també d’etiologia autoimmunitaria, presenten
concentracions seriques baixes de pepsinogen I en un percentatge superior a

'observat a un grup control.
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2.- Concentracions plasmatiques de ghrelina en pacients amb gastritis cronica

atrofica autoimmunitaria

En els pacients amb gastritis cronica atrofica deguda a una infeccié per
H.pylori s’han descrit concentracions plasmatiques baixes de ghrelina. Aquest és un
peptid sintetitzat a les cel-lules neuroendocrines X/A del fundus i cos gastric.
D’altra banda la hipergastrinemia present en els pacients amb gastritis
autoimmunitaria és la responsable de que hi hagi una hiperplasia de les cel-lules
neuroendocrines enterocromafin-like (ECL) del fundus i cos gastric. Els estudis
immunohistoquimics han mostrat que aquesta hiperplasia tenyeix per ghrelina, tot
i que es desconeix la seva correlacié amb les seves concentracions plasmatiques.
La gastritis autoimmunitaria o tipus A cursa amb una atrofia del cos gastric i una
hiperplasia de les cél-lules neuroendocrines.

La segona hipotesi d’aquesta tesi és que les concentracions plasmatiques de
ghrelina en els pacients amb DM1 i gastritis cronica atrofica sén diferents a les
d’un grup control. Concretament, aquestes poden ser baixes per 'atrofia gastrica o

bé altes degut a la hiperplasia de céel-lules neuroendocrines.

3.- Cél'lules T reguladores en els pacients amb DM1 i gastritis cronica atrofica

autoimmunitaria

Les malalties autoimmunitaries com la DM1 es caracteritzen per una perdua
dels mecanismes de tolerancia cap als antigens propis. Les cél-lules T reguladores
(Tregs) son un subgrup de limfocits T, que intervenen en el manteniment de la
tol.lerancia periferica, que s’encarreguen de suprimir les cel-lules T autoreactives
dirigides contra antigens propis.

La tercera hipotesi és que els pacients amb DM1 i una segona malaltia
autoimmunitaria com la gastritis tipus A presenten un menor percentatge de Tregs
a sang periferica i/o a mucosa gastrica, en comparacié amb els pacients amb DM1

sense altres malalties autoimmunitaries associades i un grup control.
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4.- Estudi prospectiu dels marcadors de gastritis autoimmunitaria, pepsinogen I i

anticossos contra la cel‘lula parietal gastrica, en un grup de pacients amb DM1

El pepsinogen I es considera un bon marcador bioquimic d’atrofia de la
mucosa gastrica. La lesio histopatologica de la gastritis autoimmunitaria consisteix
en una gastritis cronica atrofica que, amb la progressi6 del temps (20 a 30 anys), és
la responsable de 'anemia perniciosa que presenten aquests malalts.

La quarta hipotesi de la tesi és que les concentracions seériques de
pepsinogen I sén un bon marcador d’anémia perniciosa en fase pre-clinica en
pacients amb DM1. Per tant, les concentracions seriques de pepsinogen I
persistiran baixes després de 5 anys de seguiment, en aquells pacients que
presentaven, a I'estudi inicial, concentracions sériques baixes de pepsinogen I i
anticossos contra la cel-lula parietal gastrica positius. D’altra banda, si el
pepsinogen I és un bon marcador d’anemia perniciosa latent, les concentracions de
cobalamina en el seguiment hauran de disminuir més en els pacients que a I'estudi
transversal inicial presentaven concentracions seriques baixes de pepsinogen I que

en aquells en els que les seves concentracions eren normals.
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El principal objectiu d’aquesta tesi ha estat estudiar la malaltia
autoimmunitaria gastrica en els pacients amb DM1 mitjang¢ant la determinacié de
parametres bioquimics i immunologics. Per tal de poder sel-lecionar, en el grup de
pacients amb DM1, aquells que presentaven autoimmunitat gastrica, es realitza un
estudi inicial, de tipus transversal, en el que es varen plantejar els segiients

objectius:

1.- Valorar la prevalenga d’autoanticossos de malalties autoimmunitaries (organ i
no organ especifiques) associades a la DM1.

2.- Estudiar la prevalenca d’anemia perniciosa en fase pre-clinica o latent
mitjancant I's de marcadors bioquimics (concentracions seériques de pepsinogen
[) i immunologics (anticossos contra la cél-lula parietal gastrica) relacionats amb la
gastritis autoimmunitaria.

3.- En els pacients amb pepsinogen I baix, anticossos contra la cél-lula parietal
gastrica positius i concentracions elevades de gastrina, confirmar, mitjancant
I'estudi histopatologic de la mucosa gastrica, la presencia d’'una atrofia del cos
gastric per tal de validar la utilitat dels marcadors bioquimics d’atrofia gastrica, de

forma més concreta, el pepsinogen I.

Els objectius s’han assolit i s’han publicat a I'article:

N. Alonso, M.L Granada, I. Salinas, A. Lucas, J.L. Reverter, ]. Junca, A. Oriol, A.
Sanmarti. Serum pepsinogen I: an early marker of pernicious anemia in patients with
type 1 diabetes. ] Clin Endocrinol Metab 2005; 90: 5254-5258

(factor d’ impacte 2009: 6,02)

En el segon dels treballs realitzats es va aprofundir en I'estudi d'un possible
marcador de lesi6 de la mucosa gastrica en els pacients amb DM1 i gastritis

autoimmunitaria, concretament la ghrelina. Aquesta és una hormona sintetitzada a
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les cel-lules neuroendocrines X/A de la mucosa del cos gastric, que és I'd0rgan diana

lesionat a la gastritis autoimmunitaria. Els objectius d’aquest estudi foren:

1.- Investigar les concentracions plasmatiques de ghrelina en pacients amb DM1 i
gastritis cronica atrofica autoimmunitaria i comparar-les amb les d’un grup de
pacients amb DM1 sense altres malalties autoimmunitaries associades i les d'un
grup control.

2.- Valorar la relaci6 de les concentracions plasmatiques de ghrelina amb la
d’altres marcadors bioquimics d’atrofia del cos gastric (pepsinogen I, quocient
pepsinogen /Il i gastrina) i d’hiperplasia de cel-lules neuroendocrines
(cromogranina A).

3.- Valorar I'expressi6 a mucosa gastrica de ghrelina en els pacients amb DM1 i

gastritis cronica atrofica autoimmunitaria.

Els objectius s’han assolit i s’han publicat a I'article:

N. Alonso, M.L Granada, I. Salinas, ].L Reverter, L. Flores, I. Ojanguren, E.M Martinez-
Cdceres, A. Sanmarti. Plasma ghrelin concentrations in type 1 diabetic patients with
autoimmune atrophic gastritis. Eur | Endocrinol 2007; 157: 1-8  (factor d’impacte
2009:3,53)

En el tercer treball s’ha estudiat, en el grup de pacients amb DM1 i gastritis
autoimmunitaria, una subpoblaci6 limfocitaria, les cel-lules T reguladores o Tregs,
encarregada de suprimir els limfocits T efectors que reaccionen contra els antigens

propis. L’objectiu de I'estudi ha estat:

1.- Valorar el percentatge de cel-lules T reguladores en sang periferica de pacients
amb DM1 i gastritis autoimmunitaria i comparar-lo amb el dels pacients amb DM 1
sense altres autoanticossos asssociats i amb el d’'un grup control.

2.-Valorar l'expressié de cel-lules T reguladores a la mucosa gastrica de pacients

amb DM1 i gastritis autoimmunitaria.
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Els objectius s’han assolit i s’han publicat a I'article:

N. Alonso, M.] Martinez-Arconada, M.L Granada, B. Soldevila, A. Canton, J.L. Mate, A.
Sanmarti, E. M Martinez-Cdceres. Regulatory T cells in type 1 diabetic patients with
autoimmune chronic atrophic gastritis. Endocrine 2009; 35: 420-428 (factor d’
impacte 2009: 1,27)

En el quart dels treballs s’ha realitzat un estudi prospectiu dels diferents
marcadors d’autoimmunitat gastrica que foren valorats en el grup de pacients amb
DM1 inclosos a I'estudi transversal inicial per avaluar I'evolucié natural de la
gastritis autoimmunitaria en pacients amb DM1. Per tant, I'objectiu d’aquest estudi

va ser:

1.- Valorar l'evolucié natural dels marcadors de gastritis autoimmunitaria,
pepsinogen I i anticossos contra la cel-lula parietal gastrica, en un grup de pacients
amb DM1. De forma més concreta, estudiar el percentatge de casos en el que
qualsevol dels dos parametres es normalitza o persisteix alterat amb el temps de
seguiment.

2.- Valorar I’evolucio de les concentracions seriques de vitamina B12 després de 5
anys de seguiment en els pacients estudiats, de forma més concreta, en aquells que
presentaven concentracions baixes de pepsinogen I i/o aCPG positius a l'inici de

I'estudi.

Els objectius s’han assolit i s’han publicat a I'article:

N. Alonso, M.L Granada, B.. Soldevila, 1. Salinas, C. Joaquin, J.L. Reverter, J. Junca, E. M.
Martinez-Cdceres, A. Sanmarti. Serum autoimmune gastritis markers, pepsinogen I
and parietal cell antibodies, in patients with type 1 diabetes mellitus: a 5-year
prospective study. | Endocrinol Invest 4 de juny 2010 (DOI: 10.3275/7104)
(factor d’impacte 2009:1,35)
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7.1 Subjectes d’estudi

Tots els pacients amb DM1 procedien de la consulta externa del Servei

d’Endocrinologia i Nutricié de I'Hospital Universitari “Germans Trias i Pujol” on

s’hi visitaven de forma regular. El grup control utilitzat en tots els estudis estava

format per personal sanitari sa, sense antecedents de DM1 ni d’altres malalties

autoimmunitaries, procedents del mateix hospital.

Tots els pacients varen signar el consentiment informat i el protocol

d’estudi fou aprovat pel comite etic del nostre centre.

7.2 Métodes

7.2.1 Determinacions sériques i/o plasmatiques:

A tots els pacients amb DM1 se’ls va realitzar les seglients determinacions,

entre les 8:00 i les 9:00h del mati, després de 12 hores de dejuni:
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Glicemia: es va mesurar per un analitzador automatitzat de bioquimica pel
metode de la glucosa-hexoquinasa/glucosa-6 fosfat-deshidrogenasa.

HbAlc: es va mesurar en sang descoagulada amb acid
etilendiaminoetraascetic (EDTA) per cromatografia d’intercanvi ionic
(HPLC) amb un analitzador automatitzat Menarini HI-AUTO Alc 8140
manufacturat per Arkray (Kyoto, Jap6). Els coeficients de variacié (CV)
inter-assaig foren < 2%.

Hemograma: les variables hematologiques foren determinades en base al
metode Coulter (1956), mitjancant un comptador automatitzat STKR

Coulter Counter (Coulter, Hialeah, FU).
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Cobalamina o vitamina B12: les seves concentracions, a I'any 2001, es van
mesurar per radioimmunoassaig (Chiron Corp, Emeryville, CA). Els CV
intra-assaig foren de 8,5% a 144,6 pg/mL i 7,3% a 604,9 pg/mL i els CV
inter-assaig de 4,3% i 4,5%, respectivament, a les mateixes concentracions.
El limit de detecci6 de I'assaig fou de 60 pg/mL. A partir de I'any 2002, es va
mesurar mitjangant un enzimoimmunoassaig quimiluminiscent (Access-
Sanofi Pasteur System, Franca).

Pepsinogen I: es va mesurar per un radioimmunoassaig de doble anticos
(Pepsik, Sorin Biomedica Diagnostics, Saluggia, Italia) El coeficient de
varacio intra-assaig fou de 7,6% a 19,4 ug/L, 7% a 66,4 ug/L i 6,9% a 316
ug/L. Els coeficients de variaci6 inter-assaig foren de 9,9% a 51 ug/L i 9,4%
a 202 ug/L. El limit de deteccié del assaig fou de 1 pg/L (interval de
referencia: 30-117 ug/L). A partir de 'any 2002, degut a que es va deixar de
comercialitzar el metode utilitzat fins a l'any 2001, es va mesurar
mitjancant un enzimoimmunoassaig (Pepsinogen [ ELISA kit, Biohit,
Helsinki, Finalandia). Els valors de CV intra-assaig foren inferiors a 5,6% i
els inter-assaig inferiors a 8,3%. La sensibilitat de I'assaig fou de 1,0 ug/L.
Gastrina: es va mesurar per duplicat amb radioimmunoassaig de doble
anticos (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, EEUU). Els CV
intra-assaig foren de 6,0% i de 4,0% a les concentracions de 50 i 600 ng/L,
respectivament, i els CV inter-assaig de 6,8% i 5%, respectivament, a les
mateixes concentracions. El limit de deteccié de l'assaig fou de 4,5 ng/L
(interval de referencia: indectectable a 100 ng/L).

Anticossos contra la cel-lula parietal gastrica (aCPG): es van determinar
mitjan¢cant immunofluorescéncia indirecta sobre mucosa gastrica de rata.
Es va considerar positiu un titol superior a 1:40.

Anticossos contra el factor intrinsec: es van mesurar per
enzimoimmunoassaig (D-Tek, SA, Mons, Belgica). Valor de normalitat del
index de lligament <1.

Anticossos contra la peroxidasa tiroidal (aTPO) i la tiroglobulina (aTg): es

van determinar amb un enzimoimmunoassaig (Orgentec Diagnostica,
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Mainz, Alemanya). Es va considerar positiu uns valors superiors a 100 i a
150 U/ml, respectivament.

Anticossos  anti-nuclears (ANA): es van  determinar  per
immunofluorescencia indirecta sobre cel-lules Hep-2 (human epithelioma
type 2) amb I'is d’'un Kallestad Hep-2 slide (Bio-Rad AS, Marnes-La
Coquette, Franca). Es va considerar positiu un titol superior a 1:80.
Anticossos contra la transglutaminasa tissular: es van determinar per
enzimoimmunoassaig (Orgentec Diagnostika GmbH, Mainz, Alemanya). Es

va considerar positiu un titol > 10 Ul/ml.

En el subgrup de pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase

atrofica (n=15), a un subgrup de 15 pacients amb DM1 sense altres malalties

autoimmunitaries associades i a 15 subjectes controls sans, a més de les

determinacions previament descrites, se’ls va mesurar:
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Concentracions plasmatiques de ghrelina: es van mesurar per duplicat amb
un radioimmunoassaig de doble anticos (Total ghrelin, Linco Research Inc.,
Sant Louis MO, EEUU). Els valors de CV intra-assaig foren inferiors a 10% i
els inter-assaig inferiors a 16%. La sensibilitat de I'assaig fou de 93 pg/ml.
Concentracions seriques de Pepsinogen II: es va mesurar per duplicat
mitjancant un enzimoimmunoassaig ( Pepsinogen II ELISA kit, Biohit,
Helsinki, Finalandia). Els valors de CV intra-assaig foren inferiors a 5,6% i
els inter-assaig inferiors a 8,3%. La sensibilitat de I'assaig fou de 1,0 ug/L.
Quocient pepsingen I/pepsinogen II (PI/PII) : el resultat es va obtenir de la
divisio entre la concentraci6 serica de pepsinogen I i la de pepsinogen II. Es
considera altament suggestiva d’'una atrofia del cos gastric un valor del
quocient igual o inferior a 3.

Concentracid serica d’insulina: es va mesurar mitjan¢gant un immunoassaig
quimiluminiscent automatitzat (Immulite 2000, Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA, EEUU). La sensibilitat de 'assaig fou de 2

mlU/L i els CV inter-assaig inferior a 7,3%.



Material i Metodes

Concentracié sérica de cromogranina A: es va mesurar amb un assaig
immunoradiometric (IRMA) (CGA-RIATC, CIS Bio Internationa, Schering S.A,
Sur-Yvette, Cedex, Franca). El CV intra-assaig fou inferior al 6% i l'inter-
assaig inferior a 8,5%. La sensibilitat de I'assaig fou de 1,5 ng/ml.
Concentracié serica del factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a): es va
mesurar amb un immunoassaig quimiluminiscent automatitzat (Immulite
ONE, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, EEUU). La
sensibilitat de I'assaig fou de 1,7 pg/ml i el CV inter-assaig inferior a 6,5%.
Proteina C reactiva: es va mesurar per nefelometria amb un assaig
comercial d’'alta sensibilitat (N High Sensitivity CRP, Dade Behring Marburg
GMBH, Marburg, Alemanya) amb un CV inter-assaig inferior al 3,9%. El limit
de deteccio de l'assaig fou de 0,175 mg/L, utilitzant una mostra de dilucio6 a
1:20.

Test de 'ale (urea breath test, UBT): es va mesurar amb el metode TAU-KIT,
Isomed, SL, Madrid, Espanya, segons el protocol europeu estandaritzat (274,
Els valors superiors a 5 es van considerar positius (+C-DOB, delta over
baseline). El test de I'alé és un metode indirecte que es basa en la presencia
de l'ureasa de I’ H.pylori. El pacient ingereix una sol.lucié d’'urea, marcada de
forma isotopica, amb 13C (no radioactiu) i es recull I'ale als 30 minuts de la
ingesta de la sol.lucid. Previament es recull una mostra d’alé basal. Si
I'H.pylori esta present a l'estomac, aquest hidrolitza I'urea mitjanc¢ant
I'ureasa i s’allibera CO2 marcat (13C) que s’aborveix i es difon a la sang des
d’on es transporta als pulmons per a ser alliberat amb I'ale. Els resultats es
medeixen com la relacié del 13C/12C de la prova respecte a I'estandard.
Cél-lules T reguladores (Tregs): la tinci6 limfocitaria es va realitzar amb
mostres de 100 pl de sang total periféerica seguint els procediments
estandarditzats: les cel-lules foren tenyides per les diferents molecules de
superficie amb els seus corresponents anticossos monoclonals: CD4-
allophycocyanin (APC), CD27-phycoerythrin (PE), CD25-PE-Cychrom
(PECy5) (tots ells de BD Biosciences, San José, CA, USA) durant 20 minuts a

temperatura ambient. Després de la lisi dels eritrocits (FACS lysing solution,
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Becton Dickinson ®(BD)), San José, CA, USA), les cel-lules foren rentades i
fixades/permeabilitzades (fixation/permeabilization buffer®, eBiosciences
Inc., San Diego, CA, USA) durant 45 minuts a la foscor i rentades dues
vegades amb un tamp6 de permeabilitzacié (eBiosciences). Després de la
centrifugacio, es va realitzar un bloqueig amb un serum de ratoli normal al
2% en una solllucid6 permeabilitzadora a 42C durant 15 minuts.
Posteriorment es varen afegir 20 ul d’anticos anti-Foxp3 huma conjugat
amb isotiocianat de fluoresceina (FITC) (PCH101 eBioscience) o bé un
isotip control i es varen incubar durant 45 minuts a 42C a la foscor. Després
les cel-lules foren rentades dues vegades amb una sol-lucid
permeabilitzadora. Finalment es varen analitzar al citometre de flux
FACScalibur® (BD Biosciences, San José, CA, EEUU). Les dades foren
recollides i analitzades amb el software CellQuest. Per analitzar la poblacié
es va sel-lecionar, en primer lloc, una regi6 de limfocits segons volum i
rugositat de les cel-lules de sang periférica (FSC/SSC). D’aquesta poblacio,
es van sel-leccionar els limfocits CD4+. En un subgrup de pacients i controls
es varen analitzar, també, les segiients molecules de superficie: CD-127-PE,
GITR-PE, CD49d-PE, CD122-PE, CCR5-PE, CD62L-PE, CCR4-PE, CD45R0O-PE
o el CD95-PE i la tincio citoplasmatica de CD152 (CTLA-4). Aquest estudi es
va realitzar de forma « cega », és a dir, la persona encarregada d’analitzar i

analitzar els estudis desconeixia el diagnostic clinic del pacient.

7.2.2 Examen histologic:

Es varealitzar en els 15 pacients amb DM1 i gastritis cronica atrofica.

La mostra de biopsia gastrica es va obtenir per fibrogastroscopia
(endoscopi GIF-Q145: Olympus Optical Co.Ltd, Japd). Per a la realitzaci6 de
I’examen histologic es varen obtenir 3 biopsies de I'antre gastric i 3 biopsies de la
zona mitja del cos gastric. Les biopsies foren analitzades per un patoleg el qual
desconeixia el diagnostic clinic del pacient. Es varen obtenir seccions de 5pm de
gruix que foren tenyides amb hematoxilina-eosina per I'examen histopatologic

convencional. Es va realitzar una tinci6 amb Giemsa per valorar la infeccié per
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H.pylori. El grau d’atrofia fou classificat en lleu, moderat o greu segons els criteris
diagnostics del Updated Sydney System (189), Les cél-lules endocrines de la mucosa
gastrica es varen valorar amb immunohistoquimica mitjancant la utilitzacié d'un
anticos monoclonal dirigit contra la CgA (dilucié 1:200; Dako, Glostrup,
Dinamarca) seguit d'una técnica estandar d'immunohistoquimica amb
immunoperoxidasa. Els graus d’hiperplasia de les cel-lules neuroendocrines es van
classificar segons Solcia i col-laboradors, de menor a major potencial risc oncologic
en: hiperplasia (simple, lineal, micronodular, adenomatosa), displasia i

neoplasia(167),

7.2.2.1 Immunohistoquimica (ghrelina i cél-lules T reguladores):

En els 15 pacients amb DM1 i gastritis cronica atrofica es va realitzar una
tinci6 immunohistoquimica per ghrelina i cel-lules reguladores. La tinci6 amb
ghrelina es va realitzar sobre teixit fixat en formol i inclos en parafina. La
immunohistoquimica es va realitzar sobre talls en portes xilanitzats a 4 p. L’anticos
primari utilitzat fou un anticos anti-ghrelina humana policlonal (aminoacids 13-28;
Phoenix Pharmaceuticals Inc., Belmont, CA, USA) a una dilucié 1:300 durant una
hora a temperatura ambient. Posteriorment, les mostres es varen incubar amb el
complexe estreptavidina-peroxidasa durant 30 minuts i es varen revel-lar
utilitzant la sol.lucid tetraclorhidrat de 3,3’-diaminobenzidina, preparada segons
les instruccions del fabricant. El control negatiu es realitza amb l’anticos primari
préeviament bloquejat tota la nit a 42C amb els seus respectius antigens o utilitzant
TBS sense anticos. Com a controls positius de la tinci6 immunohistoquimica de
ghrelina s’utilitzaren portes de mucosa gastrica, glandula hipofisaria i hipotalem
normals.

L’analisi immunohistoquimic de cel-lules reguladores a mucosa gastrica es
va realitzar en els 15 pacients amb DM1 i gastritis cronica atrofica i també a 10
biopsies gastriques normals procedents dels arxius del servei d’Anatomia
Patologica del nostre centre i a 10 biopsies de pacients amb gastritis cronica
atrofica deguda a una infeccié per H. pylori. Per a valorar I'expressié de Foxp3 a les

cél-lules CD4 es va realitzar una doble tinci6 amb immunohistoquimica
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(Foxp3*CD4+). Es varen tallar i desparafinar seccions de mucosa gastrica de 4 um
de gruix. Els anticossos primaris utilitzats foren el anti-Foxp3 (clone PHC101
IgG2a, dilucié 1:20, eBiosciences) i I'anti-CD4 (clone 1F6, diluci6 1:25, Novocastra).
Les seccions foren incubades amb l'anticos anti-Foxp3 durant 1 hora. Per a
demostrar el Foxp3, el sistema de visualitzaci6 utilitzat va ser el EnVision system
(DAKO, Roskilde, Denmark) i el cromogen la diaminobenzidina. Posteriorment, les
seccions foren incubades amb I'anticos anti-CD4 durant 1 hora i amb un anticos
secundari anti-ratoli. El sistema de visualitzacié utilitzat pel CD4 fou el complexe
fosfatasa alcalina anti-fosfatasa alcalina (DAKO) i el cromogen el vermell
permanent (DAKO). El nombre de cel-lules positives CD4*/Foxp3* a la mucosa de
la lamina propia es va avaluar comptabilitzant el nombre de cel-lules positives en
10 camps d’alta resoluci6é de cada secci6. El percentatge de cel-lules CD4+*Foxp3+*
expressat a la mucosa gastrica es va obtenir de la divisi6 entre el nimero de
cel-lules CD4+*Foxp3* iles CD4*(CD4+*Foxp3+*/CD4*). La quantificaci6 es va realitzar

per dos investigadors independents que desconeixien el diagnostic dels pacients.

7.2.2.2 Immunofluorescencia (cél-lules T reguladores):

Per a la realitzacié de la tinci6 amb immunofluorescencia s’utilitzaren blocs
de 4-um de gruix de mucosa gastrica fixats en formalina i integrats amb parafina
aixi com també amigdala. Els blocs es varen tallar, deparafinitzar i foren sotmesos
a una recuperacié de I’epitop induida per la calor (30 min, 100 2C) amb un tamp6
de citrat sodic a un pH de 6.0). Previament a la incubacié amb els anticossos, les
seccions foren incubades amb un serum normal de cabra al 10% durant 30 minuts
amb l'objectiu de disminuir la tinci6é no especifica. L’anticos primari (Mouse anti-
human Foxp3 (236A/E7 (IgG1), AbCAM) es va afegir a una dilucié 1:20 en el tampo
fosfat sali (PBS) suplementat amb un 1% d’albumina de serum bovi i un 10% de
serum normal de cabra i incubat durant la nit a 42C. Deprés de 3 fases de rentat, les
seccions foren incubades amb l'anticos anti-ratoli de cabra IgG1l Alexa fluor-488
(Southern Biotechnology, Birmingham, AL) 1:400 en PBS/1% BSA durant 30
minuts a temperatura ambient. Les seccions foren rentades (x3) i posteriorment

incubades amb anti-CD3-huma de ratoli (IgG2a, Novocastra Laboratorios,
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Newcastle, UK) a una diluci6é 1:20 durant una hora. Les seccions foren rentades i
posteriorment incubades amb I'anticos anti-ratoli de cabra IgG2a-TRIC (Dako,
Roskilde, Denmark) a 1:400 durant 30 minuts a temperatura ambient. Els portes
foren examinats amb un microscopi Zeiss Axioplan® equipat amb UV i connectat a
una camera fotografica Leica d’alta sensibilitat. Els controls negatius es van
realitzar afegint un anticos de control d’un isotip irrelevant o amb 'omissié dels

anticossos primaris.

7.3 Analisi estadistica

Per a l'analisi de dades es varen utilitzar els paquets estadistics SPSS

(SPSS/Windows version 12, Spss inc., Chicago, IL, USA).

7.3.1 Estadistica descriptiva

Les variables quantitatives foren presentades com a mitjatdesviaci6
estandard quan les variables seguien una distribucié normal i com a mitjana (rang
interquartil) per a les variables sense distribuci6 normal. La normalitat de la
distribucié de les dades fou provada mitjancant el test de Kolmogorov Smirnoff.

Les variables qualitatives foren presentades com a percentatge.

7.3.2 Comparacio entre grups (dades quantitatives)

7.3.2.1 Comparaci6 de 2 grups

Per a comparar les mitjanes entre dos grups independents s’ha utilitzat la
prova t de Student-Fisher per a dades independents o la prova no parametrica de
comparacié de rangs amb dades independents d’'U de Mann Whitney.

Per a comparar mitjanes entre dos grups de dades relacionades es va
utilitzar la prova t de Student-Fisher per a dades aparellades o la prova no

parametrica de la suma de rangs Wilcoxon.
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7.3.2.2 Comparacié de més de 2 grups

Per a comparar les mitjanes en més de dos grups s’ha utilitzat I'analisi de la
varianca (ANOVA) y I’ aproximaci6 de Tukey per a explorar les diferencies entre
els diferents grups.

Si la distribuci6 de les variables no s’ ajustava a la normalitat es va utiitzar
la prova no parametrica de Kruskal-Wallis per a la comparaci6 de K grups . Si la
diferencia entre grups era significativa, a continuacié es varen analitzar les
diferencies entre el grups mitjancant la prova no parametrica de comparacio de
rangs amb dades independents d’'U de Mann Whitney. En aquest cas es va fer una
correccié per a multiples comparacions amb l'aplicacié de la correccié de

Bonferroni.
7.3.3 Estudis de correlacié

Per a I'estudi de I'associacio entre dues variables continues es va utilitzar el
coeficient de correlacié de Pearson o el coeficient de correlacié no parametric de
Spearman.
7.3.4 Comparacio de freqiiencies(variables qualitatives)

Les diferencies de freqliencies es van analitzar mitjan¢ant la prova de X2
(chi-quadrat) o el test exacte de Fisher.

El llindar de significacid estadistica per a I'obtencid de resultats va ser d’'una

p<0,05.
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Els pacients amb DM1 presenten una prevalenc¢a incrementada d’anemia
perniciosa. Aquesta es caracteritza per presentar una fase latent prolongada previa
a I'aparici6 de I'anémia clinica (229). L’objectiu del primer dels treballs d’aquesta
tesi fou estudiar la prevalenca d’anémia perniciosa latent mitjancant I'is de
marcadors bioquimics aixi com marcadors d’autoimmunitat en un grup de pacients
amb DM1 procedents de les consultes externes d’Endocrinologia i Nutricio del
nostre hospital. El criteri utilitzat pel diagnostic de 1'anemia perniciosa latent fou
la presencia d’'unes concentracions seriques baixes de pepsinogen I (<30ug/L) en
absencia de cirurgia gastrica o malaltia infiltrativa de I'estdmac. No existeixen
treballs a la literatura que hagin inclos la determinaci6 sérica de pepsinogen I en
els pacients amb DM1 per a l'estudi de la gastritis autoimmunitaria. D’altres
parametres utilitzats per a I’estudi de la gastritis tipus A en els pacients amb DM1
han estat els hematologics (hemoglobina, cobalamina, ferritina) (150.164.261,272) 3jx{
com els bioquimics d’hiperplasia de les cel-lules neuroendocrines (gastrina i CgA)
(255).

Els resultats del nostre estudi mostren que les concentracions sériques de
pepsinogen I son significativament més baixes en els pacients amb DM1 que en el
grup control. Concretament, un 12,4 % (23/186) dels pacients amb DM1 varen
presentar concentracions seriques baixes de pepsinogen I en comparacié amb el
0,9% del grup control. Degut a que cap dels pacients havia estat intervingut d’'una
cirugia gastrointestinal, i pressuposant que les concentracions seriques baixes de
pepsinogen I eren degudes a una perdua de les glandules oxintiques de la mucosa
gastrica, es va assumir que la disminucié de les concentracions seriques de
pepsinogen I era deguda a una atrofia de la mucosa gastrica, substracte anatomic
de I'anemia perniciosa. De fet, la biopsia gastrica realitzada als 9 pacients que
presentaven concentracions seriques baixes de pepsinogen I juntament amb
hipergastrinémia i aCPG positius va mostrar la presencia d’una atrofia del cos
gastric. Els resultats del nostre estudi son similars als descrits per Junca i
col-laboradors (251 que avaluaren a 179 pacients afectes de pturpura trombopénica
idiopatica, una malaltia d’etiologia autoimmunitaria com la DM1. Concretament, el
percentatge descrit en aquest estudi de pacients que presentaren concentracions

seriques baixes de pepsinogen I va ser del 20,3% en comparacié amb el 1,6% del
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grup control. La major prevalenca de concentracions seriques baixes de
pepsinogen I en els pacients amb malalties autoimmunitaries com la purpura
trombopeénica i la DM1 en comparacié amb el grup control recolzaria 1'associacio
d’aquestes malalties amb l'anémia perniciosa ja que es considera que la
concentracio serica baixa de pepsinogen I és un marcador molt sensible d’atrofia
del cos gastric, substracte anatomic de I'anemia perniciosa. Cal remarcar que tant
en el nostre estudi com en el de Junca i col-laboradors (251), tots els pacients amb
pepsinogen I seric baix es trobaven en una fase pre-clinica, es a dir, no presentaven
anemia tot i la presencia de concentracions seriques baixes de cobalamina en
algun dels casos.

L’analisi dels pacients amb DM1 efectuat al nostre estudi mostra que les
concentracions seriques de pepsinogen I varien en funci6 del titol d’aCPG.
D’aquesta forma, les concentracions seriques de pepsinogen I en els pacients que
presenten titols baixos d’aCPG (1/40-1/320) no sén diferents a les observades en
els pacients amb aCPG negatius. En canvi, els pacients amb titols alts d’aCPG (=
1/640) presenten concentracions seriques de pepsinogen I significativament més
baixes que els pacients amb aCPG negatius o a titols baixos. Aquest fet podria estar
relacionat amb el grau de lesi6 de la mucosa gastrica. De fet, els estudis
histopatologics efectuats en pacients amb DM1 i gastritis atrofica autoimmunitaria
han demostrat que el percentatge de cel-lules parietals de les glandules oxintiques
es correlaciona de forma inversa amb el titol d’ aCPG (150),

L’analisi de les concentracions seriques de pepsinogen I en funci6 de la
positivitat o no dels aCPG s’ha valorat, també, en pacients diagnosticats d’una
malaltia autoimmunitaria tiroidal. En aquest cas, l'estudi de Segni i
col-laboradors (246), efectuat en 124 nens amb malaltia autoimmunitaria tiroidal, no
va objectivar diferéncies en les concentracions seriques de pepsinogen I entre els
pacients amb aCPG positius i els aCPG negatius. En aquest treball no es va fer un
subanalisi en funci6 del titol d’aCPG. Malgrat tot, el percentatge de pacients amb
concentracions seriques de pepsinogen I per sota el limit inferior de la normalitat
fou superior en els pacients amb aCPG positius que en els negatius (12% vs 2%). A

més, la fibrogastroscopia efectuada a un subgrup dels pacients amb aCPG positius
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(n=18) va demostrar que tots els pacients que tenien una atrofia moderada o greu
del cos gastric presentaven concentracions seriques baixes de pepsinogen I.
Aquest primer estudi de la tesi també ha valorat, en el nostre grup de
pacients amb DM1, la prevalenga d’autoanticossos associats a la DM1. Els resultats
obtinguts mostren una positivitat dels aCPG del 26%, un 18% d’aTPO positius, un
5,8% d’aTg positius i un 36% d’ANA positius. En relacié als aCPG, principal
parametre utilitzat en els estudis que han valorat la gastritis autoimmunitaria en
pacients amb DM1, la majoria d’estudis han descrit una major positivitat en els
pacients d’edat més avangada (160). D’altra banda, la major positivitat dels aCPG
descrita en el sexe femeni (258) no s’ha confirmat en tots els treballs (°9). En el nostre
estudi, no es va objectivar diferéncies en la positivitat d'aCPG en funci6 del sexe ni
tampoc de I'’edat. Una de les possibles explicacions de les diferencies objectivades
entre els diferents estudis podria ser la diferéncia en el component geneétic de les
poblacions estudiades. De fet, alguns autors han descrit que els pacients amb DM1 i
aCPG positius presenten amb més freqiiencia positivitat d’anticossos contra la
descarboxilasa de 'acid glutamic (GAD) i I'haplotipus HLA-DQA1 o 501-B1*0301
(264), Tot i ser el parametre més utilitzat per a l'estudi de la gastritis
autoimmunitaria, els aCPG no presenten una molt bona sensibilitat i especificitat
pel diagnostic de I'anémia perniciosa. Entre les possibles explicacions de la
negativitat dels aCPG hi hauria I'absencia d’anticos deguda a la desaparicié de
I'antigen, la uni6 total de l'anticos a l'antigen que explicaria la no deteccio
d’anticossos circulants en el moment de la seva determinacié o bé l'abséncia de
producci6 de 'anticos. Per aquest motiuy, i tenint en compte els resultats obtinguts
a l'estudi, el nostre grup considera que el que realment suggereix la lesié de la
mucosa gastrica és una concentracid serica baixa de pepsinogen I, mentre que la
positivitat dels aCPG confirma I’etiologia autoimmunitaria de I'atrofia gastrica.
L’associacié entre 'autoimmunitat gastrica i la tiroidal (autoimmunitat tiro-
gastrica) descrita en la majoria d’estudis previs no es va objectivar en el nostre
grup de pacients amb DM1. Entre les possibles explicacions hi hauria 'edat més
jove dels nostres pacients i un component genetic diferent. En canvi, si que es va
trobar que el percentatge de pacients amb aTPO positius era més alt en els

pacients amb aCPG a titols alts (= 1/640) (28,6%) que a titols baixos (16,2%).
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Els beneficis del cribratge de I'anémia perniciosa a la poblaci6 general
encara no estan del tot ben establerts. En canvi, el seu cribratge en els pacients
amb DM1 podria ser més productiu degut a la seva major prevalenca. En el nostre
estudi, la prevalenca d’anemia perniciosa latent en els pacients amb DM1, definida
com la preséncia d’'unes concentracions seriques baixes de pepsinogen I, fou
considerablement més alta que l'obtinguda en un grup control sa. Per aquest
motiu, i tenint en compte els estudis previs en els que s’ha valorat la gastritis
autoimmunitaria en pacients amb DM1, el nostre grup suggereix la determinacié
de les concentracions seriques de pepsinogen I, a més dels aCPG, pel cribratge de
I'anemia perniciosa latent en els pacients amb DM1. En aquells casos amb
pepsinogen I baix, caldria fer una determinacié de gastrina i si aquesta fos alta
realitzar una fibrogastroscopia per confirmar 'atrofia del cos gastric i descartar la
presencia de lesions pre-malignes o malignes (tumor carcinoide, carcinoma gastric
i metaplasia intestinal).

El seguiment prospectiu a 5 anys del grup de 186 pacients amb DM1
avaluats I'any 2001 es publica en el quart dels treballs de la tesi. L’analisi es
focalitza en dos dels parametres utilitzats per a la valoraci6 de la gastritis
autoimmunitaria, la concentracid serica de pepsinogen I i els aCPG. Existeixen varis
estudis a la literatura que demostren un increment de la prevalenca de gastritis
autoimmunitaria en els pacients amb DM1 (164261) Malgrat tot, manquen estudis
longitudinals en els que s’hagi valorat I'’evoluci6 natural dels diferents marcadors
serologics de gastritis autoimmunitaria en aquests pacients. Els resultats del
seguiment a 5 anys del nostre grup de pacients amb DM1 demostren la
importancia de fer de forma conjunta la determinacio6 serica de pepsinogen 11 la
d’aCPG per a la valoracié de la gastritis autoimmunitaria en els pacients amb DM1.
El motiu és que els dos parametres es varen mantenir alterats (pepsinogen I baix i
aCPG positius) a I'any 2006, en tots els casos en els que també ho estaven a I'any
2001. En canvi, quan només un dels 2 parametres estava alterat a I'any 2001,
aquest es normalitza a I'any 2006 en un percentatge no despreciable dels casos. En
relacié als aCPG, la seva negativitzacié a I'any 2006 només s’objectiva en aquells
pacients que a l'any 2001 presentaven titols positius baixos (< 1/80) amb

concentracions seriques de pepsinogen I normals. Aquesta dada demostra la
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importancia del titol dels aCPG quan aquests s6n positius. De fet, en els pacients
amb DM1 s’ha pogut demostrar I'existencia d’'una correlacié entre el grau d’atrofia
del cos gastric i el titol d’ aCPG (150). D’altra banda, els aCPG poden ser negatius en
alguns dels pacients amb anemia perniciosa, probablement degut a la pérdua
progressiva de les cel.lules parietals on es localitza I'antigen contra el que van
dirigits els aCPG.

En relacié al pepsinogen I, les seves concentracions seriques es varen
mantenir baixes a I'any 2006 en un subgrup de pacients amb aCPG negatius. La
causa d’aquesta disminucié del pepsinogen I fou una atrofia del cos gastric deguda
a una infeccié per H.pylori en algun d’aquests casos. Per aquest motiu, i també
tenint en consideraci6 que un percentatge de pacients amb anemia perniciosa
presenten aCPG negatius, el nostre grup considera que la determinacié de la
concentracié sérica de pepsinogen I seric pot ser d’utilitat per avaluar l'estat
morfologic de la mucosa gastrica, ja que si aquesta és baixa pot fer sospitar la
presencia d’'una atrofia del cos gastric, tant si és d’etiologia autoimmunitaria com
infecciosa. El fet que els pacients amb pepsinogen [ baix presentin un major grau
de lesié de la mucosa gastrica que els que tenen pepsinogen I normal estaria
recolzat per les xifres de cobalamina sérica que s’obtingueren en el seguiment del
nostre estudi. Aixi, les concentracions seriques de cobalamina després de 5 anys
de seguiment foren significativament més baixes en els pacients amb pepsinogen I
baix i aCPG positius a I'any 2001 que en els que presentaven unicament aCPG
positius amb pepsinogen I normal. Existeixen pocs estudis a la literatura que hagin
avaluat la prevalenca d’anemia perniciosa latent en els pacients amb DM1, i a més,
tots ells han estat de tipus tranversal. Aixi, 'estudi de Ungar i col-laboradors (268) va
descriure una prevalenca del 4% de deficit de cobalamina latent en un grup de 200
pacients amb DM1 mentre la descrita a 'estudi de Davis i col-laboradors (267) en
371 pacients amb DM1 fou del 1,08%. En el nostre grup de pacients amb DM1, la
prevalencga descrita de concentracions seriques baixes de cobalamina, publicada en
el primer dels treballs de la tesi fou del 1,6%. La diferencia de prevalenca entre els
diferents estudis podria ser deguda a I'edat dels pacients avaluats. Aixi, els de
major edat foren els de I'estudi de Ungar (268) i, per tant, probablement per aquest

motiu, presentaven un temps d’evolucié de la gastritis cronica autoimmunitaria
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més llarg. En relacié al seguiment prospectiu de pacients amb gastritis
autoimmunitaria, 'estudi de Irvine i col-laboradors (234) és el que ha inclos a un
major nombre de pacients. Concretament, I'estudi realitza un seguiment promig
de 6 anys a 90 pacients (edat mitja 52 anys) amb gastritis atrofica
autoimmunitaria, 5 dels quals presentaven una DM1. Durant el seguiment, un 19%
dels pacients va presentar un deficit de cobalamina. Aquest percentatge és similar
al descrit a altres estudis prospectius de pacients amb gastritis atrofica, en els que
el nimero de pacients avaluats ha estat inferior al de Irvine i col-laboradors (234,
En el nostre estudi, dos dels pacients amb pepsinogen I baix i aCPG positius a 'any
2001 varen evolucionar cap a un deficit de cobalamina I'any 2006. Com que el
tractament substitutiu amb cobalamina de la neuropatia secundaria al seu deficit
no corregeix completament la lesi6 neurologica seria important que aquests
pacients es poguessin diagnosticar abans de l'inici de la clinica (23%). En aquest
sentit, la determinacié conjunta de les concentracions seriques de pepsinogen I i
d’aCPG podria ser d’utilitat per a poder detectar el subgrup de pacients amb DM1
que tenen un major risc de presentar un deficit de cobalamina.

En resum, els resultats del quart estudi de la tesi demostren la importancia
de la determinacio serica de pepsinogen | juntament amb els aCPG per a la detecci6
de la gastritis autoimmunitaria en els pacients amb DM1. La seva determinaci6
permet valorar 'estat morfologic de la mucosa gastrica aixi com identificar, quan el
pepsinogen I seric baix s’associa a uns aCPG positius, aquells pacients amb un risc
més alt de presentar un deficit de cobalamina.

L’objectiu del nostre segon treball fou analitzar les concentracions
plasmatiques de ghrelina total en un grup de pacients amb DM1 i gastritis cronica
atrofica de causa autoimmunitaria i comparar-les amb les d’'un grup de pacients
amb DM1 sense atrofia gastrica i les d’'un grup control sa per tal d’avaluar la
possible utilitat de la ghrelina com a marcador d’atrofia gastrica en aquests
pacients. Previament a la publicaci6 del segon article d’aquesta tesi, les
concentracions periferiques de ghrelina havien estat estudiades a la gastritis
cronica deguda a una infeccié per I’ H.pylori. En la majoria d’aquests treballs es va
objectivar que els pacients amb infeccié per H.pylori i qualsevol grau d’atrofia del

cos gastric presentaven unes concentracions de ghrelina (seriques o plasmatiques)
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més baixes que les del grup control (297), Els resultats del nostre estudi mostren, a
diferencia del descrit a la gastritis per H.pylori, que no hi ha diferéncia en les
concentracions plasmatiques de ghrelina entre el grup control i el grup de pacients
amb DM1 i atrofia gastrica de causa autoimmunitaria. A més, també a diferencia de
I'observat en la gastritis cronica atrofica de causa infecciosa (H.pylori), no es va
observar cap correlacio entre les concentracions plasmatiques de ghrelina i els
marcadors bioquimics d’atrofia del cos gastric (pepsinogen [ i quocient pepsinogen
[/I). Una possible explicacié de la diferencia observada en les concentracions
periféeriques de ghrelina entre ambdues causes de gastritis atrofica (infecciosa o
autoimmunitaria) podria ser la possible sintesi de ghrelina, per part de les céel-lules
neuroendocrines, en els pacients amb gastritis autoimmunitaria o tipus A. Els
motiu és que, tot i que se sap que la ghrelina es sintetiza a les cel-lules
neuroendocrines X/A del cos gastric, s’ha descrit que tant la hiperplasia de les
cél-lules neuroendocrines enterocromafins de la gastritis autoimmunitaria com la
majoria  dels tumors carcinoides gastrics presenten una tincié
immunohistoquimica positiva per ghrelina (212-215) Tot i aixi, la majoria d’estudis
que han avaluat les concentracions plasmatiques de ghrelina de pacients amb
hiperplasia de les cel-lules neuroendocrines no han mostrat diferencies amb les
d’'un grup control (212216217) En el nostre estudi, tampoc es varen objectivar
diferencies en les concentracions plasmatiques de ghrelina entre els pacients amb
DM1 que presentaven hiperplasia de les cel-lules neuroendocrines i els que no.
D’altra banda, la destrucci6 de les cel-lules neuroendocrines de la mucosa gastrica
dels pacients amb una gastritis atrofica de causa infecciosa (H.pylori) podria ser la
responsable de les baixes concentracions periferiques de ghrelina descrites en
aquests pacients. En aquest sentit, s’ha pogut demostrar que en els pacients amb
infeccidé per H.pylori la disminucié de les concentracions periferiques de ghrelina
s’acompanya d'una disminucié de I'expressié gastrica dels nivells de RNAm de
ghrelina i d'un menor ndmero de cel-lules gastriques que tenyeixen per ghrelina
quan es comparen amb la mucosa gastrica de pacients no infectats (275, En el
nostre estudi, els pacients amb infeccié per H.pylori també varen presentar unes

concentracions periferiques més baixes de ghrelina que els no infectats.
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L’analisi immunohistoquimic de la mucosa gastrica dels pacients amb DM1
i gastritis atrofica, realitzat en el nostre estudi, va mostrar un increment de tincié
per ghrelina localitzat a les zones d’hiperplasia de les cél-lules neuroendocrines,
aquesta ultima valorada mitjancant la tinci6 amb CgA. Tot i aixi, no es varen
objectivar diferencies en les concentracions plasmatiques de ghrelina total entre
els pacients que presentaven hiperplasia de les cel-lules neuroendocrines i els que
no, probablement degut a que només la meitat dels pacients amb hiperplasia de les
cél-lules neuroendocrines presentaven una tincié positiva per ghrelina. D’altra
banda, tal i com han descrit altres autors, les concentracions seriques de gastrina i
CgA foren més altes en els pacients amb DM1 i hiperplasia de les cel-lules
neuroendocrines que en els que en els pacients amb DM1 sense hiperplasia (255). A
més, la concentraci6 de CgA es va correlacionar de forma positiva amb la de la
gastrina serica i de forma negativa amb la de pepsinogen I i el quocient pepsinogen
I/pepsinogen II.

Recentment, s’ha suggerit que la ghrelina podria estar implicada en la
regulacié de la resposta immunitaria i en els processos inflamatoris. De fet, els
estudis que han avaluat algunes malalties inflamatories han descrit concentracions
perifériques elevades de ghrelina aixi com una correlacié positiva d’aquesta amb
citocines inflamatories com el TNF-a (224-227), Els resultats del nostre estudi
mostren que els pacients amb DM1 i gastritis atrofica sense infeccié per H.pylori
presenten unes concentracions plasmatiques més altes de ghrelina que els
pacients amb DM1 sense atrofia gastrica. D’altra banda, no es varen objectivar
diferencies en les concentracions seriques de TNF-a ni de PCR entre els pacients
amb DM1 que presentaven una gastritis atrofica i els que no. Per tant, les
diferencies observades en les concentracions de ghrelina entre ambdds grups
dificilment podrien explicar-se per la preseéncia d'un procés inflamatori.

Les concentracions de ghrelina a sang periferica s’han avaluat en alguns
estudis de pacients amb DM 1, tots ells amb pacients d’edat pediatrica. La majoria
d’aquests han descrit una disminuci6 de les concentracions periferiques de
ghrelina, tant de la seva forma total (203-205) com de l'acilada (206), en comparacio
amb les d'un grup control sa. Tot i aixi, algun estudi ha descrit concentracions de

ghrelina total similars a les del grup control i una disminuci6 de la ghrelina acilada
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Unicament en el moment del debut de la DM1. Cap d’aquests estudis ha valorat la
possible presencia d'una gastritis autoimmunitaria en els seus pacients. Els
resultats del nostre estudi, de forma similar a la majoria d’estudis previs, mostren
que els pacients amb DM1 presenten, si s’exclouen de l’analisi aquells que
presenten una gastritis atrofica, unes concentracions plasmatiques de ghrelina
total més baixes que les del grup control.

En persones no diabetiques les concentracions seriques/plasmatiques de
ghrelina s’han correlacionat negativament tant amb la insulinemia com amb la
glucemia (200201) E]s estudis efectuats en pacients amb DM1 també han objectivat
una relaci6 inversa amb la insulinémia (201 i en algun d’ells s’ha descrit una relacié
inversa amb la dosi d’insulina administrada als pacients. A més, aquests estudis
han pogut demostrar que la insulinemia és un factor clau en la supressié de la
ghrelina postprandial (199). Aquesta correlacié inversa entre la insulinemia i la
concentracié plasmatica de ghrelina total també es va objectivar en el nostre
estudi, tot i que Unicament quan I'analisi s’efectuava incloent-hi la totalitat dels
pacients de I'estudi.

En resum, els resultats del nostre treball mostren que les concentracions
plasmatiques de ghrelina no s6n un bon marcador bioquimic d’atrofia de la mucosa
gastrica en els pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase atrofica. Una
possible explicaci6 podria ser que es produeixi una sintesi de ghrelina per part de
les cel-lules neuroendocrines que es troben hiperplasiades a la gastritis
autoimmunitaria.

L’objectiu del tercer treball de la tesi fou analitzar el nombre de Tregs en
sang periferica de pacients amb DM1 i una segona malaltia autoimmunitaria com la
gastritis tipus A i comparar-lo amb el d’'un grup de pacients amb DM1 sense altres
malalties autoimmunitaries associades i amb el d'un grup control sa. A més, en el
grup de pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase atrofica també es va
analitzar I'expressi6 de Tregs al teixit diana inflamat, en aquest cas, la mucosa
gastrica.

El nombre de Tregs a sang periferica descrit a la majoria d’estudis de
malalties autoimmunitaries ha estat normal (46-50), tot i que en algun d’ells s’ha

trobat disminuit (51-53), No obstant, la comparaci6 dels resultats entre els diferents
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estudis és dificultosa degut a que no tots ells han utilitzat els mateixos marcadors
fenotipics per a definir la poblacié de cel-lules Tregs. A més, només alguns d’ells ha
inclos a l'analisi el marcador més especific d’aquestes cel-lules, el factor de
transcripcié nuclear Foxp3 (276). No hi ha dades a la literatura de treballs que hagin
estudiat les Tregs a la gastritis autoimmunitaria en humans. En relaci6é a la DM1,
els primers estudis efectuats en pacients van descriure una disminucié periferica
de les Tregs, definides com les CD4+*CD25M, en comparacié6 amb un grup control
(1), Aquesta troballa no es va confirmar en estudis posteriors, en els quals es va
utilitzar per a I'estudi de les Tregs, el marcador Foxp3 (47-49.54), En canvi, si que es
va descriure en la majoria d’estudis, una disminucié de la capacitat supressora de
les Tregs d’aquests pacients en comparacié amb els subjectes control (47.48), Més
recentment, s’ha suggerit que el defecte en la supressié podria ser degut a una
resistencia de les cel-lules T efectores a ser suprimides per les Tregs (6465). Els
resultats del nostre estudi mostren, de forma similar a la descrita a la majoria
d’estudis efectuats en pacients amb DM1, que el percentatge de Tregs, definides
com aquelles cel-lules CD4*CD25*Foxp3+, a sang periférica dels pacients amb DM1
és similar a la d'un grup control sa. Tot i aixi, cal remarcar que el subgrup de
pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase atrofica presentava un
percentatge de Tregs a sang periferica més elevat que els pacients amb DM1 sense
altres malalties autoimmunitaries associades i que el grup control. A més, aquestes
cel-lules presentaven una baixa expressié del marcador fenotipic CD127, fet que
recolza la naturalesa reguladora de la poblaci6 analitzada. Existeixen poques dades
a la literatura d’estudis que hagin analitzat les Tregs en pacients amb més d'una
malaltia autoimmunitaria. De fet, existeix un Unic estudi en el que es va analitzar el
percentatge de Tregs (CD4+*CD25*) a sang periférica en 8 pacients amb sindrome
poliglandular autoimmunitaria tipus II i no es van objectivar diferencies amb els
individus sans (39, Cap dels pacients analitzats a I'estudi presentava una gastritis
autoimmunitaria. A més, a diferencia del realitzat al nostre estudi, no es va
incloure a l'analisi el marcador fenotipic Foxp3. Tal i com s’ha comentat
préviament, el nombre de Tregs en sang periférica de pacients amb DM1 no és
diferent al de la poblaci6 sana. Malgrat tot, I'estudi de Liu i col-laboradors(39i que

va analitzar la poblacié de Tregs (CD4+*CD25*Foxp3+*CD127!°%) en sang periférica
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d’'un grup de 16 pacients amb DM1, va descriure que varis d’aquests pacients
presentaven un nombre més elevat de Tregs que el grup control, tot i que quan
s’'analitzava el total del grup de pacients amb DM1 (n=16) no hi havia diferéncies
amb el grup control. Aquesta elevacio objectivada en algun dels pacients, tenint en
compte els resultats obtinguts al nostre estudi, podria explicar-se, al menys en
part, per la presencia d’'una segona malaltia autoimmunitaria associada a la DM1,
circumstancia que no fou analitzada a I'estudi de Liu i col-laboradors.

En el nostre treball, per tal de poder determinar si I'elevacio de Tregs
objectivada en els pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase atrofica,
era deguda a I'associaci6 de les dues malalties o bé inicament a la gastritis, hauria
estat necessaria la inclusié d’'un grup de pacients afectes Unicament de gastritis
autoimmunitaria. Tot i aixi, no es va considerar la inclusié d’aquest grup de
pacients degut a que la gastritis autoimmunitaria aillada en fase atrofica
classicament afecta a gent d’edat avancada i, per tant, amb comorbilitats
associades, fet que fa dificil la comparacié6 amb el nostre grup de pacients amb
DM1 i gastritis que presentaven una edat mitja de 36,8 anys.

En la majoria d’estudis de pacients amb malalties autoimmunitaries les
Tregs s’han analitzat Unicament en sang periferica. L’analisi conjunt de Tregs a
sang periferica i al teixit diana inflamat s’ha realitzat en pocs estudis. Entre aquests
hi hauria els efectuats a pacients amb artritis reumatoide i amb malaltia
inflamatoria intestinal (5556). En els dos casos, s’ha objectivat una menor freqiiéncia
de Tregs (CD4+*CD25*) a sang periferica que al teixit inflamatori. Una possible
explicacid, segons els autors dels estudis, podria ser la migracio6 de les Tregs des de
la sang periferica cap al teixit inflamat. Concretament, els estudis efectuats a
pacients amb artritis reumatoide suggereixen que les Tregs migren cap a les
articulacions inflamades i alla sén inactivades per substancies inflamatories com la
IL-6 o el TNF-a (9. En el model animal d’esclerosi multiple, la producci6 de
citocines inflamatories al teixit inflamat també ha estat suggerida com la causant
de la menor efectivitat de les Tregs per a controlar el procés inflamatori 59,
Finalment, Marazuela i col-laboradors (277) varen analitzar les Tregs en sang
periférica i en teixit de 20 pacients amb MAT (12 amb malaltia de Graves-Basedow

i 8 amb malaltia de Hashimoto) i les compara amb un grup control. L’estudi mostra
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que els pacients amb MAT presentaven, en comparacié amb el grup control, un
major percentatge de Tregs a sang periférica. L’analisi immunohistoquimic del
teixit tiroidal d’aquests pacients mostra la preséncia d’una infiltracié important de
cél-lules amb capacitat supressora com els limfocits T CD69* i GITR*. Tot i aixi, els
estudis funcionals mostraren una menor capacitat supressora de les Tregs
(CD4+CD25h) d’aquests pacients.

Segons les nostres dades, aquest és el primer estudi que analitza I'expressio
de Foxp3 a la mucosa gastrica de pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria.
Els resultats de I'analisi mostren que els pacients amb DM1 i gastritis
autoimmunitaria en fase atrofica presenten una major proporcié de Tregs in situ (a
la mucosa gastrica) que I'observada a la mucosa gastrica normal. Per aquest motiu,
es va considerar convenient analitzar la proporcié de Tregs a mucosa gastrica de
pacients amb una gastritis inflamatoria en fase atrofica d’'una etiologia diferent a
I'autoimmunitaria com és la deguda a una infecci6 per H.pylori. Els resultats
mostren que la proporcié de Tregs a mucosa gastrica és més elevada en els
pacients amb gastritis atrofica de causa infecciosa (H.pylori) que en els pacients
amb DM1 i gastritis atrofica d’etiologia autoimmunitaria. De fet, els estudis
efectuats a mucosa gastrica de pacients amb infeccié per H.pylori han demostrat
que aquests presenten una major freqiiencia de Tregs que l'observada a la mucosa
gastrica normal (278). Aquesta troballa ha suggerit que 'augment de Tregs a la
mucosa gastrica d’aquests pacients podria ser la responsable d'una supressio de la
resposta immunologica gastrica que estaria implicada en la persisténcia de la
infeccio per H.pylori. Tenint en compte els resultats obtinguts en el nostre estudi,
es podria argumentar que el nombre de Tregs necessari per a la cronificacié d'una
gastritis seria diferent en funci6 de la seva etiologia, és a dir, seria major en la de
causa infecciosa i menor en I'autoimmunitaria.

En resum, el nostre estudi demostra que els pacients amb DM1 i gastritis
autoimmunitaria en fase atrofica presenten una major freqiiencia de Tregs a sang
periferica que els pacients amb DM1 sense altres malalties autoimmunitaries
associades i que un grup control sa. A més, les Tregs es troben presents a la
mucosa gastrica d’aquests pacients, fet que suggereix que el sistema immunologic

intenta controlar el procés inflamatori. Malgrat tot, i probablement degut a
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I'ambient pro-inflamatori existent a la mucosa gastrica d’aquests pacients, les
Tregs no aconsegueixen controlar la malaltia autoimmunitaria. Curiosament, el
nombre de Tregs a la mucosa gastrica dels pacients amb DM1 i gastritis
autoimmunitaria va ser menor que l'observat en pacients amb gastritis infecciosa
(H.pylori), fet que podria posar de manifest la influéncia del percentatge de Tregs

in situ necessari per a la cronificacié d'una gastritis autoimmunitaria o infecciosa.

96



Conclusions

Conclusions

97



Conclusions

98

La prevalenca d’anémia perniciosa latent o pre-clinica, definida inicament
per la presencia d’'una concentracié serica baixa de pepsinogen I, en els
pacients amb DM1 és del 12,3%, xifra clarament superior al 0,9% del grup
control. D’aquests, 11 (47,82%) presenten, de forma associada, aCPG

positius.

La prevalenca d’aCPG positius en la poblaci6 de pacients amb DM1 avaluats
és del 26%, la d’'aTPO d'un 18%, els aTg un 5,8% i la d’anticossos anti-
nuclears (ANA) d'un 36%.

La biopsia gastrica confirma la preséncia d’'una atrofia de la mucosa del cos
gastric en els pacients amb DM1, concentracié serica baixa de pepsinogen I,

hipergastrinemia i aCPG positius.

Tots els pacients amb pepsinogen I baix i aCPG positius a I'inici de I'estudi

presenten un pepsinogen I baix als 5 anys de seguiment.

El pepsinogen I séric baix es normalitza als 5 anys de seguiment en un 63%

dels pacients amb DM1 quan s’associa a uns aCPG negatius.

Els pacients que negativitzen els aCPG durant els seguiment presenten,
basalment, titols baixos d’aCPG (< 1/80) i concentracions sériques normals

de pepsinogen I.

Les concentracions de cobalamina, als 5 anys de seguiment, disminueixen
de forma significativa en aquells pacients que presenten aCPG positius i
pepsinogen I baix a l'inici de I'estudi en comparacié amb els pacients que
presenten, a l'inici, inicament alteracié d’'un dels dos parametres (aCPG

positius o pepsinogen I). Concretament, 2 dels pacients amb pepsinogen I
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baix i aCPG positius han presentat un deficit de cobalamina als 5 anys de

seguiment.

No hi ha diferéncies en les concentracions plasmatiques de ghrelina entre
els pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase atrofica i els
pacients amb DM1 sense altres malalties autoimmunitaries associades ni
tampoc amb un grup control. Per tant, la concentracié plasmatica de
ghrelina no és un bon marcador d’atrofia de la mucosa gastrica en els

pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria.

En els pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase atrofica, les
concentracions plasmatiques de ghrelina no es correlacionen amb
marcadors bioquimics d’atrofia del cos gastric com la concentracié sérica de

pepsinogen I o el quocient PI/PII.

L’estudi immunohistoquimic de la biopsia gastrica mostra que el 50% dels
pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase atrofica presenten
expressio gastrica de ghrelina que es localitza a les zones d’hiperplasia de
les cel-lules neuroendocrines. Tot i aixi, no s’han objectivat diferencies en
les concentracions plasmatiques de ghrelina entre els pacients amb DM1

que presenten o no una hiperplasia de les cel-lules neuroendocrines.

Els pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase atrofica presenten
un major percentatge de cél-lules T reguladores (Tregs) a sang periferica
que els pacients amb DM1 sense altres malalties autoimmunitaries

associades i que els subjectes sans.

Les cel-lules T reguladores (Tregs) s’expressen a la mucosa gastrica de
pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase atrofica en una
proporcié superior a la de la mucosa gastrica normal. Aquest fet podria
suggerir que es tracta d’'una resposta del sistema immunologic per intentar

controlar el procés inflamatori gastric.
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El percentatge de cel-lules T reguladores (Tregs) a la mucosa gastrica de
pacients amb DM1 i gastritis autoimmunitaria en fase atrofica és més elevat
que l'observat a la mucosa gastrica normal pero inferior al de la gastritis
atrofica de causa infecciosa (H.pylori). Aquest fet podria posar de manifest
la influencia del percentatge de Tregs in situ necessari per a la cronificacié

d’una gastritis autoimmunitaria o infecciosa.
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