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“En el verano de 1976 una paciente de 65 afios de edad ingreso6 en el
Servicio que hoy dirige el Prof. Miquel Vilardell y fue diagnosticada por el Dr.
Josep Angel Bosch Gil a la saz6n médico adjunto y por su residente el Dr.
Vicente Fonollosa de estar afectada por una enfermedad sistémica con rasgos
de lupus, esclerodermia y miositis. Por aquel entonces Sharp definié lo que
seria la enfermedad mixta del tejido conjuntivo, cuyo principal rasgo
inmunologico era la presencia de anticuerpos antinucleares a titulo elevado
sensibles a la enzima ribonucleasa. El estudio inmunoldgico de la referida
paciente llevado a cabo en el Departamento de Inmunologia, del Middlesex
Hospital, en Londres confirm6 que se trataba de una enfermedad mixta del
tejido conjuntivo o sindrome de Sharp, probablemente el primer caso descrito
en nuestro pais y que motivé la concesion del Premio Farreras Valenti a los
citados médicos, Dr. Bosch y Dr. Fonollosa. La paciente falleci6 de una
afeccion pulmonar intersticial. Sirva la presente Tesis Doctoral de homenaje a
esta paciente y de reconocimiento a la sagacidad y perspicacia clinica de estos
meédicos, hoy de reconocido prestigio en el ambito de las enfermedades

autoinmunes sistémicas”.
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a.- HISTORIA DE LAS CONECTIVOPATIAS

En 1942, Paul Klemperer et al' agruparon bajo el término de
conectivopatias o colagenosis un grupo de enfermedades de caracteristicas
clinicas similares, con alteraciones en el tejido conectivo o de sostén como
sustrato patologico, con afectacidbn multisistémica y probable etiopatogenia
autoinmune.

La teoria de Morgagni, la cual se menciona en dicho trabajo, insiste en la
afectacion multiorganica de dichas enfermedades, intentando hallar tanto por
anatomia patolégica como por clinica alteraciones comunes en los 6rganos
afectados. El gran avance de la medicina en el siglo XIX, fue relacionar las
observaciones clinicas en el hospital y los hallazgos postmortem, en la sala de
autopsias.

La busqueda de ésta relacion clinico patolégica, orienté hacia la unidad
de ciertos 6rganos, formando parte de un sistema tisular comun. Ya en 1942,
se habla del tejido conectivo como un sistema individualizado porque consta de
una asociacion de células similares y elementos fibrilares cohesionados por un
tercer componente, una sustancia amorfa o tejido de sostén. A estos elementos
que conformaban el tejido conjuntivo se les atribuyé funciones diversas,
ademas de la mas basica que era servir de soporte.

La interposicion entre las células parenquimatosas y la sangre circulante
y los espacios linfaticos del cuerpo, le conferia la cualidad de transferir
metabolitos manteniéndose asi el equilibrio corporal, como por ejemplo en la

regulacion del balance hidrosalino.
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Entender las funciones del tejido conjuntivo implicaba el conocimiento de
la naturaleza coloidal de la porcion extracelular del mismo. Este conocimiento
es asimismo imperativo para la apreciacion de la respuesta del tejido conjuntivo
en la inflamacion y degeneracion. La aparente afectacion heterogénea de
varios 0rganos en estas enfermedades no se llegé a entender hasta que se
evidencio que la base patogénica en todos los drganos era la misma,
expresandose en cada uno de ellos como manifestacion local de un proceso
morbido que afectaba al tejido colageno. La mas importante de esas
alteraciones fue la degeneracion fibrilar. La estrechez y grosor de las fibras del
colageno, su aparente friabilidad, su intensa eosinofilia y refractividad junto al
visible incremento de la sustancia coloide se orientd6 como debida a una
profunda aberracion fisicoquimica del estado coloide del tejido conjuntivo.

James F. Fries? en 1994, expuso unos criterios para el diagnéstico de
enfermedad reumatica, hecho que expresaba la dificultad en la deteccion de
dichas enfermedades debido a la falta de manifestaciones especificas. Asi, era
preciso para su identificacion la combinaciébn de la clinica, y a veces,
determinados hallazgos caracteristicos obtenidos en el laboratorio. Estos
criterios incluian: criterios de clasificacién, donde separaba los pacientes con
enfermedad de la poblacion general, y éstos con enfermedad de los que
presentaban una enfermedad confusa, tendiendo a la agrupacién de las formas
mAas puras; criterio pronostico, donde separaba los pacientes con un potencial
buen prondstico de los de mal pronéstico y criterios de actividad, valorando la

actividad de la enfermedad o bien las consecuencias de la misma.
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La presencia de criterios diagnosticos, clinicos y biologicos propios de
cada entidad permite individualizar estas enfermedades. Sin embargo, en
determinados casos, el paciente no cumple los criterios establecidos, lo que
hace imposible el diagndstico de una enfermedad concreta y conduce a una
cierta confusion.

La identificacion y diagnéstico de las enfermedades autoinmunes
sistémicas, requiere el reconocimiento de determinadas manifestaciones
clinicas a las que se suelen asociar autoanticuerpos especificos y/o
caracteristicos. La observacion de pacientes con rasgos clinicos de diferentes
conectivopatias —lupus, esclerodermia y miositis- junto a un marcador
inmunolégico (anti-U1snRNP) permiti6 a Sharp et al’® en 1972 definir e
individualizar una nueva entidad que se denomind enfermedad mixta del tejido
conjuntivo (EMTC). Desde entonces, la polémica y la controversia han
acomparfiado su existencia*®.

Algunos autores no encuentran diferencias entre la EMTC vy las
conectivopatias indiferenciadas o los sindromes de superposicion, mientras
que otros consideran que la EMTC presenta unas caracteristicas clinicas,
inmunoldgicas y genéticas propias que permiten su individualizacion dentro del
complejo grupo de las enfermedades sistémicas autoinmunes. Es de indudable
interés poder diferenciar subgrupos de pacientes que nos permitan realizar una
aproximacion etiopatogénica, terapéutica y prondstica mas selectiva. A
continuacion se comentan las caracteristicas propias de la conectivopatia
indiferenciada, los sindromes de superposicion y la EMTC haciendo énfasis en

su diferenciacion clinica e inmunolégica.
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a.1.- CONECTIVOPATIA INDIFERENCIADA

Se denomina también enfermedad del tejido conjuntivo inclasificable o
no diferenciada. Hace referencia a las enfermedades sistémicas autoinmunes
que, aun sin cumplir criterios diagndésticos para ninguna de las conectivopatias
clasicas, presentan rasgos clinicos e inmunolégicos que las sugieren'®**.

En un porcentaje no despreciable de casos, el paso del tiempo permite
un diagnostico cierto, tal y como demuestran amplios estudios de seguimiento
longitudinal®®*3. Un buen ejemplo de ello, son los pacientes con anticuerpos
anti-Ro, leucopenia, esplenomegalia y artritis’*. Se puede considerar que estan
afectados por una conectivopatia indiferenciada (Undifferentiated Connective
Tissue Disease, UCTD) que evolucionara hacia un lupus eritematoso cutaneo
subagudo, un sindrome de Sjogren o bien persisten en esta situacion de
indiferencia diagnéstica que el clinico debe saber reconocer y valorar
adecuadamente.

En un estudio de seguimiento a 10 afios, realizado en 100 pacientes con
anticuerpos anti-Ro, hasta un 25% presenté un comportamiento dinadmico, con

una evolucion desde una conectivopatia indiferenciada hacia un sindrome de

Sjégren o una artritis reumatoide™®.

15



Al margen de si cumplen criterios diagnosticos de una determinada
entidad o no, en algunos casos, como en los pacientes con anticuerpos anti-
Ro, parece existir una clara correlacion entre determinadas manifestaciones
clinicas (lesiones cutaneas circinadas tras la exposicion solar, sindrome seco,
fibrosis pulmonar, vasculitis, bloqueo cardiaco, esplenomegalia y otras) y la
presencia de estos anticuerpos, lo que les confiere un valor patogénico y
refuerza la importancia de su deteccion aunque sea formando parte de una
UCTD.

Un caso paradigméatico de UCTD es el llamado lupus incompleto, que
hace referencia a pacientes con sospecha clinica de lupus pero que no
cumplen los 4 criterios necesarios para un correcto diagnéstico™. Mas de la
mitad de estos pacientes desarrollard un cuadro de lupus florido en el
transcurso de los 5 afios siguientes®®.

La publicacion de un estudio sobre 665 pacientes con UCTD'’
controlados durante un periodo de 5 afios revela que una tercera parte (34,5%)
desarrollard una entidad concreta o definida, principalmente en los 2 primeros
afios de seguimiento, mientras que las dos terceras partes restantes (65,5%)
permaneceran en un estado clinico de indeterminacion diagnéstica. En 82
pacientes (12,3%) se observa una remisién completa de los sintomas, que
llegan a desaparecer en su totalidad a los 5 aflos de seguimiento.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes en este estudio incluyen la
presencia de fendbmeno de Raynaud, sindrome seco, poliartritis, exantema

cutaneo, miositis, afectacion pulmonar, fiebre, vasculitis y polineuropatia.
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Y el diagndstico al final del seguimiento pone de manifiesto que algunos
pacientes habian evolucionado a conectivopatias bien diferenciadas, tales
como artritis reumatoide (87 pacientes), sindrome de Sjogren (45 pacientes),
esclerodermia (19 pacientes), lupus (28 pacientes), vasculitis (22 pacientes) o
miopatias inflamatorias (3 pacientes).

Asi, el diagnostico de UCTD se basa en la presencia de caracteristicas
clinicas e indicadores inmunolégicos que sugieren la presencia de una
enfermedad autoinmune sin cumplir criterios suficientes para su diagndstico.

Se ha intentado establecer sistemas de clasificacion de estas
enfermedades inclasificables. Para algunos autores®®, el diagnéstico de UCTD
deberia sugerirse ante la presencia de al menos 3 de 11 indicadores clinicos o
inmunolégicos, mientras que para otros'®, la presencia de un marcador
inmunoldgico y una manifestacion clinica caracteristica seria suficiente para el

diagnostico.
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a.2.- SINDROMES DE SUPERPOSICION

La coexistencia de 2 6 mas enfermedades autoinmunes constituye lo
que denominamos sindromes de superposicion'®. Es imprescindible que se
cumplan indistintamente los criterios diagnosticos suficientes en cada una de
las enfermedades que se superponen?®.

Asi, por ejemplo, la presencia de miositis y esclerodermia, lupus y artritis
reumatoide o esclerodermia y cirrosis biliar primaria son algunos de los

sindromes de superposicion mas conocidos®:%2,
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a.2.1.- Escleromiositis

La presencia de un indicador inmunolégico propio contribuye a delimitar
con mayor facilidad un grupo de pacientes con manifestaciones clinicas
caracteristicas.

El sindrome de superposicion de esclerodermia y miositis, se asocia al
marcador inmunologico constituido por una proteina de 75kD/100kD, antigeno

frente al que se dirige el denominado anticuerpo anti-PM/Scl®?%

gue forma
parte del exosoma humano; estructura proteica compleja formada por 16
proteinas ubicada en el citoplasma celular y que participa de manera activa en
el procesamiento del ARN durante la sintesis proteica.

Estos pacientes cumplen criterios diagnosticos de esclerodermia y de
miositis inflamatoria, sea polimiositis, dermatomiositis o, de forma alin mas
infrecuente, de miositis por cuerpos de inclusién?®.

Se da la circunstancia que algunas de las manifestaciones clinicas de
este sindrome de superposicion remedan las del llamado sindrome por
anticuerpos antisintetasa, observado en pacientes con miopatia inflamatoria.
Asi, se puede detectar artritis o artropatia, fenobmeno de Raynaud con
alteraciones en el estudio capilaroscépico (megacapilares, areas avasculares y
otros), fiebre, alteraciones cutaneas en forma de dermatitis en la cara lateral de

los dedos 0 “manos de mecéanico” y como principal manifestacion, o al menos

la de mayor relevancia, fibrosis pulmonar.
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Ocasionalmente se ha descrito enfermedad renal grave en forma de crisis renal
esclerodérmica en pacientes portadores de este autoanticuerpo®’. Otros
indicadores inmunologicos de este sindrome de superposicion que pueden
detectarse con menor frecuencia incluyen los anticuerpos anti-snRNP en sus

diferentes subfracciones (U2 y U5)%2°

y los anticuerpos anti-Ku dirigidos contra
el complejo proteico nuclear constituido por dos polipéptidos de 86kD/70 kD,

relacionado con el procesamiento del ADN°.
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a.2.2.- Rupus

En este sindrome de superposicion, el paciente cumple los criterios
diagnésticos de artritis reumatoide y de lupus eritematoso sistémico. Son
caracteristicas la presencia de erosiones en las articulaciones del carpo y la
positividad de los anticuerpos antinucleares junto a la presencia de anticuerpos
anti-dsADN positivos.

Estudios realizados en determinados subgrupos étnicos permiten
asignar a estos pacientes una cierta predisposicion genética a presentar el
sindrome, representada en los antigenos de histocompatibilidad HLA-DR1 y
HLA-DR23.

Se trata de una entidad infrecuente, con una prevalencia en estudios
iniciales del 0,09%°%*3® entre los pacientes con lupus y/o artritis reumatoide,
pero con indudable protagonismo clinico, ya que condiciona una variacion en el

prondstico y tratamiento de estos pacientes.
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a.2.3.- Sindrome de Reynolds

La asociacion de cirrosis biliar primaria (CBP) y esclerodermia recibe el
nombre de sindrome de Reynolds®*. En pacientes con CBP es frecuente
encontrar alteraciones capilaroscopicas similares a las halladas en Ia
esclerodermia®®, incluso pueden coexistir los anticuerpos considerados
especificos para cada una de las dos enfermedades, los antimitocondriales en
su isotipo anti-M2 de la CBP y los anticentroméricos propios de la
esclerodermia limitada.

Algunas manifestaciones sistémicas, como la alteracion de la motilidad
intestinal, la fibrosis pulmonar o la hipertension pulmonar primaria, son

comunes a ambas entidades, lo que puede dificultar su diferenciacién clinica®.
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a.3.- ENFERMEDAD MIXTA DEL TEJIDO CONJUNTIVO

Descrita inicialmente por Sharp et al® en 1972, al observar un grupo de
pacientes con rasgos clinicos de lupus, esclerodermia y polimiositis que
presentaban un indicador inmunoldgico caracteristico: la presencia de valores
muy elevados de anticuerpos antinucleares y sensibles a la accién de la
enzima ribonucleasa, lo que sugeria una especificidad antigénica frente a una
ribonucleoproteina nuclear (RNP).

Posteriormente se pudo identificar el antigeno frente al que se dirigian
estos autoanticuerpos, una fraccion del spliceosoma citoplasmético que se
identifica como U1-snRNP**”’. Esta estructura, el spliceosoma, esta constituida
por una cadena de ARN rica en uridina asociada a 11 proteinas (70 kD, A, C,
B, B, D1, D2, D3, E, F y G). Los anticuerpos anti-U1snRNP identifican la
porcion antigénica de 70 kD, A, C. Los anti-Sm, considerados muy especificos
aunque poco sensibles en el diagnéstico de pacientes con lupus eritematoso
sistémico, se dirigen preferentemente contra las porciones B, B’, D1, D2, D3 del

spliceosoma®”® (fig. 1).
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Autoinmunidad frente al Spl/iceasoma

Otras
proteinas

Artritis
reumatoide

hn RNP: heterogeneous nuclear
sn RNP: small nuclear

Figura 1. Los pacientes con enfermedad mixta del tejido conjuntivo (EMTC)
reaccionan preferentemente contra las estructuras polipeptidicas A, C, 70 kD del
U1-RNP y los pacientes con lupus eritematoso (LES) frente al antigeno Sm. El
antigeno hnRNP es reactivo inmunol6gicamente en los pacientes con artritis

reumatoide.
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En las dultimas décadas se ha cuestionado la existencia de la
enfermedad mixta del tejido conjuntivo (EMTC) como entidad propia, debido a
que algunos de los pacientes diagnosticados de esta enfermedad presentaban
una conectivopatia bien definida con el paso del tiempo, especialmente lupus,
esclerodermia o miositis®**.

Asi mismo, el tradicional buen curso clinico atribuido a esta enfermedad,
con preservacion de organos vitales como el rifion, parece que no es tal, ya
que la fibrosis/alveolitis pulmonar y la hipertension pulmonar aislada marcan el
pronéstico*?**,

El marcador seroldgico propio, y en principio, especifico de la EMTC, los
anticuerpos anti-U1snRNP, también se ha observado en otras enfermedades,
como la esclerodermia o el lupus, aunque con valores bajos y preferentemente
del isotipo IgM*. En los pacientes con lupus suele asociarse a los
autoanticuerpos anti-Sm.

Por otra parte, la EMTC, parece que cumple 3 normas generales que
permiten identificar a una enfermedad como integrante del grupo de
enfermedades sistémicas autoinmunes o colagenosis:

a. determinadas manifestaciones clinicas propias o caracteristicas de

naturaleza sistémica;

b. presencia de autoanticuerpos que permiten su individualizacion, y

c. existencia de genes del sistema mayor de histocompatibilidad

propios o caracteristicos de la enfermedad en cuestion.
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a.3.1.- Manifestaciones clinicas

El espectro clinico de los pacientes con EMTC incluye manifestaciones
clinicas propias de otras entidades, como el lupus, la esclerodermia, la
polimiositis/dermatomiositis o la artritis reumatoide, lo que queda recogido en

las 3 distintas clasificaciones de criterios diagnésticos de la EMTC (tabla 1)*°“2.

Alarcén-Segovia et al
A. Serologicos

1. Anti-RNP por hemaglutinacion, valores > 1:1.600
B. Clinicos

1. Edema en manos

2. Sinovitis

3. Miositis

4. Fenomeno de Raynaud

5. Acroesclerosis
Se requiere, para el diagnéstico, el criterio serolégico mas al menos 3
criterios clinicos que incluyan sinovitis o miositis

Kasukawa et al
A. Sintomas comunes
1. Fenémeno de Raynaud
2. Dedos a manos «hinchados»
B. Anti-snRNP (+)
C. Miscelanea
1. Manifestaciones lipicas
a. Poliartritis
b. Adenopatias
c. Eritema facial
d. Serositis (pleuritis o pericarditis)
e. Citopenias (leucopenia o trombocitopenia)
2. Manifestaciones esclerodermiformes
a. Esclerodactilia
b. Fibrosis pulmonar, restricciéon o disminucion de la difusion
c. Hipomotilidad o dilatacion esofagica
3. Miositis
a. Debilidad muscular
b. Elevacion de las enzimas musculares (creatinfosfocinasa)
c. Patrén miogeno en el EMG
Para el diagnastico se precisa como minimo uno de los dos sintomas
comunes, mas positividad para anti-snRNP, mas 1 o mas de los sintomas
de miscelanea en al menos 2 de las 3 categorias

Tabla 1(a). Criterios diagnosticos y de clasificacion de la EMTC.
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Sharp CG
A, Criterios mayores
1. Miositis, grave
2. Afeccion pulmonar
a. Disminucién de la capacidad de difusién < 70%
b. Hipertension pulmonar
c. Vasculopatia proliferativa en la biopsia pulmonar
Fenémeno de Raynaud o hipomotilidad esofdgica
Esclerodactilia o manos <hinchadass
 ARG-ENA = 1:10.000 y anti-RMNP (+) y anti-5m (-
iterios menores
Alopecia
Leucopenia
Anemia
Pleuritis
Pericarditis
Artritis
Meuropatia del trigémino
Exantema malar
Trombocitopenia
Miositis leve
. Historia de mancs «hinchadas»
Fara el diagnéstico de EMTC debe cumplir 4 criterios mayores y anti-ENP
(+), 0 2 criterios mayores de los 3 primeros mas 2 menores y anti-RNP
(+). La presencia de anti-5m (+) se considera un criterio de exclusian

o k=L

B.

O

—
O D00 = T L P LA

EMG: electromiograma; EMTC: enfermedad mixta del tejido conjuntivo;
ENA: antigeno nuclear extraible; RNP: ribonucleoproteina nuclear.

Tabla 1(b). Criterios diagndsticos y de clasificacion de la EMTC.

27




Algunos estudios “reclasifican” al cabo de unos afios a los pacientes
previamente diagnosticados de EMTC en alguna de estas entidades, un 9%
como artritis reumatoide, un 15% como lupus, un 21% como esclerodermia.
Este argumento se ha utilizado en contra de la individualizacion de esta
enfermedad. Sin embargo, a los 5 afios de seguimiento, mas de la mitad de los
pacientes inicialmente diagnosticados de EMTC sigue presentando criterios
diagnésticos de ésta enfermedad*°.

Del mismo modo, el seguimiento a los 2 afios de los pacientes con el
marcador serologico propio de la EMTC, es decir, valores elevados de
anticuerpos anti-Ul1snRNP, aunque sin cumplir los criterios diagndsticos de
EMTC vy, por lo tanto, catalogados de conectivopatia indiferenciada,
evolucionan en su mayoria a EMTC definida*’.

La evolucion de la serie inicial de 25 pacientes —ampliada posteriormente
a 34- indicé que, aunque al inicio podrian clasificarse como conectivopatia
indiferenciada debido a su menor expresividad clinica, el 91% de los pacientes
con anticuerpos anti-U1lsnRNP acab6 cumpliendo criterios de EMTC tras un
seguimiento a largo plazo*®. Otras series de pacientes diagnosticados de
EMTC han demostrado la solidez del diagnéstico con el paso del tiempo®*°*.

Estos datos se resumen en la tabla 2.
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Autor n CD Estudio Afos de Anti- Diagnéstico Diagnéstico

seguimiento | RNP inicial final
Van den Hoogen et | 46 | Sharp | Retrospectivo 5 CIE EMTC (75%) |EMTC (54%)
al® 46 | Sharp | Retrospectivo 10 CIE EMTC (100%) | EMTC (45%)
Gendi et al* 32 | Sharp | Prospectivo 5 CIE UCTD (3%) |EMTC (50%)
Lundberg et al** 46 | Sharp | Prospectivo 15 ELISA | EMTC (100%) | EMTC (100%)
Burdt MA et al*® 18 | Sharp | Prospectivo 3 ELISA | EMTC (100%) | EMTC (100%)
De Rooij et al*® 26 | Sharp | Retrospectivo 2 CIE EMTC (60%) |EMTC (60%)
Snowden et al™*

CD: criterios diagnésticos; CIE: contrainmunoelectroforesis; ELISA: enzimoinmunoanalisis;
EMTC: enfermedad mixta del tejido conjuntivo; UCTD: enfermedad indiferenciada del tejido

conjuntivo; n: nimero de pacientes estudiados; RNP: ribonucleoproteina nuclear.

Tabla 2. Evolucién clinica de los pacientes con EMTC

El fendmeno de Raynaud, la hipomotilidad esofagica y la artropatia, son

las manifestaciones clinicas mas frecuentes junto a la clasica presencia de
edema de manos que da el aspecto caracteristico de «dedos en salchicha». A
pesar de la elevada prevalencia del fendbmeno de Raynaud en la EMTC, los
hallazgos en la capilaroscopia, a diferencia de la esclerodermia, no son
especialmente demostrativos, lo que puede ayudar al diagnostico diferencial

entre ambas entidades®®. Cualquier segmento del tubo digestivo puede

53-55

afectarse, pero de forma caracteristica lo hace el es6fago”™°, mientras que la

afectacion cardiovascular méas frecuente es la serositis pericardica®"’.
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Si bien en las primeras series y descripciones clinicas se consideraba
una enfermedad benigna con afeccion leve y escasa de 6Organos vitales, en
estudios posteriores y en el seguimiento prolongado de series amplias de
pacientes con esta enfermedad, la afectacion pulmonar en forma de fibrosis
pulmonar o como hipertension pulmonar aislada grave, han puesto de
manifiesto que no siempre el comportamiento clinico es amable y que inciden
en el prondstico de esta enfermedad®.

Durante un seguimiento medio de 15 afios, un 62% de los pacientes
diagnosticados de EMTC en la serie inicial presentd una evolucion favorable,
pero un 38% seguia presentando actividad de su enfermedad o habia fallecido,
y el principal factor de mortalidad fue la hipertensién arterial pulmonar®.

Parece ser que uno de los mecanismos patégenos implicados en esta
grave manifestacion de la EMTC involucra a los anticuerpos anti-UlsnRNP
como causantes de un incremento de la moléculas de adhesion intercelular
ICAM-1, asi como de la expresion de los complejos de clase Il del sistema de
histocompatibilidad en la célula endotelial de la arteria pulmonar, lo que incidiria
directamente en la patogénesis de la hipertensién pulmonar. Asimismo, se ha
sugerido el papel del péptido atrial natriurético como marcador pronéstico de
esta grave complicacién, tal y como sucede en la hipertensién pulmonar
primaria®.

Otras manifestaciones sistémicas, como la afectacion del sistema
nervioso central en forma de meningitis crénica o del rifién en forma de nefrosis
de cambios minimos o nefropatia IgA asociada, o afectacion cutanea en forma

de vasculitis livedoide, son mucho menos frecuentes® %%,
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a.3.2.- Alteraciones inmunoldgicas caracteristicas:

anticuerpos anti-UlsnRNP

En las enfermedades sistémicas, en general, los autoanticuerpos han
sido utilizados para confirmar el diagnéstico, predecir el prondstico o afectacion
organica, y en ocasiones como predictores del desarrollo de una enfermedad
determinada®. Los valores elevados de anticuerpos antinucleares con un
patron de inmunofluorescencia moteado y sensible a la ribonucleasa se
consideran caracteristicos de la EMTC y se deben a la presencia de
anticuerpos preferentemente del isotipo IgG frente al UlsnRNP, lo que
constituye el marcador inmunoldgico propio de estos pacientes.

Los diferentes subtipos de RNP forman parte de una estructura
citoplasmatica, el spliceosoma, donde el pre-ARN mensajero se transforma y
divide (split) en ARN mensajero (RNA m).

La respuesta autoinmune se dirige, pues, frente a distintos componentes
de esta compleja maquinaria que interviene en la sintesis proteica, y presenta
diferentes especificidades y reconocimiento de epitopos segun sea una u otra
enfermedad. Asi, en el caso de la EMTC, la especificidad radica
fundamentalmente en los polipéptidos 70 kD, A y C; mientras que en los
pacientes con lupus la especificidad también afecta a los polipéptidos del
nucleo del spliceosoma (B, D1, D2, D3, E, F, G) y en algunos pacientes con
artritis reumatoide, la existencia de estos autoanticuerpos dirigidos contra el

spliceosoma es mucho mas heterogénea (Fig. 1)
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Todo esto implica que el procesamiento del antigeno, factor importante
en la amplificacion de la respuesta inmune en pacientes con enfermedades del
tejido conectivo, probablemente sea diferente en el lupus, la artritis reumatoide
y la EMTC.

Es bien conocido que los pacientes con conectivopatias, producen una
variedad de autoanticuerpos dirigidos contra componentes celulares normales,
como el ADN, ARN, proteinas nucleares o citoplasmaticas; la macromolécula
proteica del ARN constituye en ocasiones la principal diana de determinados
autoanticuerpos, entre los que se cuentan los anticuerpos antisintetasa y los
anticuerpos anti-U1snRNP®.

Aungue el patron de referencia en la determinacion de los anticuerpos
anti-U1snRNP lo constituye la inmunoprecipitacién y la doble inmunodifusion,
las técnicas mas utilizadas por su sencillez y posibilidad de cuantificacion de
los resultados son las de enzimoinmunoanalisis (ELISA), donde el antigeno
utilizado incluye las proteinas de 70 kD, A y C de origen recombinante. Sin
embargo, en estos casos la concordancia con las pruebas de referencia es del
90%, y un 10% de los pacientes quedan sin diagnosticar.

Parece que la sintesis en laboratorio de un antigeno que incluya la
proteina 70 kD y su correspondiente ARN incrementa la sensibilidad de la

técnica hasta valores similares a la doble inmunodifusiéon®”’.
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Aproximadamente en un tercio de los pacientes con EMTC también se
han identificado anticuerpos dirigidos frente a un ARN especifico (TS1-RNA)
que parecen ser buenos indicadores de la actividad de la enfermedad y se
relacionan con manifestaciones clinicas asociadas con el lupus, como
nefropatia o proteinaria®.

Otros autores han relacionado la presencia de anticuerpos frente a la
proteina de 70kD modificada por oxidacion o apoptosis con determinadas
manifestaciones clinicas, como el fenomeno de Raynaud y las lesiones
cuténeas lupicas respectivamente®® ",

Es posible que en ocasiones el factor inicial causante de la aparicion de
estos autoanticuerpos sea una neoplasia o una infeccién, si bien en la mayoria

2774 Cabe sefialar la asociacién encontrada

de las ocasiones se desconoce
por algunos autores entre la EMTC y la infeccidn por retrovirus, especialmente
del tipo HTLV-1".

La historia natural inmunolégica en pacientes con EMTC permite
apreciar la expansion, diseminacion o propagacion de la reactividad
inmunoldgica frente a diversos epitopos, en este caso frente a los diferentes
polipéptidos de la fraccion UlsnRNP del spliceosoma con una posterior
contraccion del fendmeno inmunol6gico que acaba incluso con la desaparicion,
en algunos casos, de estos autoanticuerpos —es la llamada “contraccion del

epitopo”-, expresion de un inicio, curso y agotamiento de la respuesta inmune,

probablemente mediada por las clonas celulares T (CD4+, Th1)>*°.
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El fendmeno contrario, es decir la expansion del epitopo, se ha descrito en
pacientes con lupus, y al parecer podria ser responsable de los mdultiples
autoanticuerpos que de forma caracteristica acompafian a esta
enfermedad’®"’.

Muchos de estos pacientes presentan hipergammaglobulinemia, pero no
se han detectado autoanticuerpos especificos de otras enfermedades
autoinmunes, especialmente del lupus (anti-dsADN y anti-Sm). Cabe recordar
que en los criterios diagndsticos iniciales de Sharp, la positividad para los
anticuerpos anti-Sm excluia el diagnostico de EMTC. Ocasionalmente se ha
descrito la presencia de anticuerpos antifosfolipidicos (aPL) del tipo cofactor
independiente, es decir no relacionados con la B,-glucoproteina-l y, por tanto,
sin trombosis acompafiante ni abortos de repeticion.

También hay estudios que encuentran anticuerpos IgG anti-agalactosil,
que se encuentran elevados en la artritis reumatoide (AR) en relacion a su
actividad inflamatoria y en otras conectivopatias. En la EMTC los valores
suelen ser inferiores a los hallados en la AR pero mayores que en el lupus o la
esclerodermia, relacionandose asimismo con mayor porcentaje de positividad
de FR pero no con la actividad de la enfermedad®®.

La EMTC, la artritis reumatoide y el lupus podrian agruparse
nosologicamente como "spliceosomopatias autoinmunes” , ya que tienen en

comun la expresion de autoanticuerpos con diferentes especificidades frente a

determinados epitopos del spliceosoma.
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a.3.3.- Predisposicion genética.

Asociacion con el sistema mayor de histocompatibilidad (HLA)

Tanto la genética molecular como la inmunogenética son disciplinas que
han ayudado a clasificar y categorizar las enfermedades en general y las
enfermedades autoinmunes en particular, por lo que son herramientas de gran
utilidad en el analisis de las bases genéticas que nos hacen susceptibles a
determinados trastornos®’.

El estudio del sistema mayor de histocompatibilidad (sistema de
antigenos leucocitarios humanos, HLA) y su relacion con las enfermedades
autoinmunes sistémicas ponen de manifiesto determinadas asociaciones.

Cada una de las enfermedades sistémicas que participan en la EMTC —
lupus, esclerodermia, polimiositis/dermatomiositis y artritis reumatoide- se ha
relacionado de forma mas o menos constante con un HLA determinado®®3,
Asi, el lupus se asocia principalmente con HLA-DR2 y DR3; la esclerosis
sisttmica con HLA-DR5; la dermatomiositis con HLA-DR3 y la artritis
reumatoide con HLA-DR4. Si consideramos que la EMTC es una entidad
propia, seria logico pensar que existe una asociacion predominante con un
determinado HLA®*%°,

Numerosos estudios han revelado una fuerte asociacion con el HLA-DR4
829193 sin embargo, no se puede excluir la posibilidad que haya otros alelos
relacionados con las entidades constituyentes de la enfermedad. Asi, en los

pacientes diagnosticados de EMTC que progresaron a esclerodermia, el HLA

DR5 fue predominante®.
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Estudios inmunogenéticos realizados en otras etnias, como los mestizos
mejicanos®, demuestran la existencia de una asociacién, aunque débil, con
alelos especificos del HLA no encontrados en la poblacion sana de referencia;
aunque por si sOlo esto no deberia ser suficiente para individualizar la
enfermedad, es indudable que tiende a favorecer el concepto de enfermedad
independiente®. Recientemente en un grupo de 24 pacientes diagnosticados
de EMTC en Suecia, se ha demostrado un incremento en la susceptibilidad
genética a presentar una EMTC, que al parecer radica en el haplotipo
MICA4/HLA-DRB1*04/TNF1 y genotipo MICA 5.1-5.1%.

Es probable que la asociacion HLA no sea especifica de enfermedad,
sino de antigeno, en el contexto de un mecanismo inmunopatogénico
dependiente de las células T, desencadenado o conducido por
autoantigenos”’. Esto explicaria, en parte, la asociacion de algunos antigenos
de histocompatibilidad a determinadas manifestaciones clinicas, como el DR3 'y
la presencia de alveolitis o fibrosis pulmonar o el DR4 vy la artritis.

Tras esta revision de la situacion nosolégica actual de la EMTC, en sus
aspectos clinicos, inmunolégicos y genéticos, quedan patentes algunos
interrogantes que intentaremos contestar con el desarrollo de los objetivos de
esta tesis doctoral.

Es nuestra intencion, pues, aportar algo mas de luz al conocimiento de
esta enfermedad, la EMTC, a la que consideramos una entidad nosoldgica

propia aunque mal conocida dentro de las conectivopatias.
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b.- OBJETIVOS

o Describir las caracteristicas clinicas e inmunolégicas de una serie
de pacientes diagnosticados de enfermedad mixta del tejido

conjuntivo.

o Especificamente analizar el fenomeno de la contraccion del

epitopo en los pacientes estudiados.

o Determinar la importancia del sistema de histocompatibilidad
mayor tanto en relacion con las manifestaciones clinicas de la
enfermedad como en la predisposicion a padecerla, y

comparandolo posteriormente con la poblacién general.

o Estudiar la concordancia entre los diversos criterios diagndésticos

de la EMTC (Alarcon Segovia, Sharp, Kasuwaka).

o Definir nuevos criterios para el diagndstico mas restrictivo y

especifico de la enfermedad mixta del tejido conjuntivo.

o Establecer la evidencia de la EMTC como enfermedad sistémica

autoinmune independiente
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PACIENTES, MATERIAL Y METODOS
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a.- PACIENTES

Los pacientes de este estudio fueron seleccionados de una base de
datos, por presentar como caracteristica comun a todos ellos, anticuerpos
antiU1l-RNP a diferentes titulos y anti-Sm negativo por método de ELISA.
Dichos pacientes estaban diagnosticados de diferentes enfermedades
sistémicas y eran controlados en régimen ambulatorio en el Servicio de
Medicina Interna del Hospital General Vall d"Hebron durante los dltimos 20
afos (periodo 1985-2005). Se incluyeron en el estudio a todos los que
cumplian alguno de los tres grupos de criterios diagnésticos de EMTC en el

momento de la entrevista.

39



a.l.- PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS

En todos los casos se establecié un contacto telefénico con el paciente
y/o directamente con el médico responsable que lo controlaba, y se realizdé un
cuestionario exahustivo donde se interrogaba personalmente al paciente sobre
la presencia o0 no de manifestaciones clinicas relacionadas con la EMTC y
recogidas en los 3 grupos distintos de criterios diagnosticos existentes para el
diagnéstico de la EMTC (Sharp, Alarcon-Segovia, Kasukawa). La anamnesis
incluia las siguientes cuestiones: fecha de nacimiento, edad en el diagnéstico,
diagndstico inicial, meses de evolucidén, presencia de edema en manos,
esclerodactilia, fenbmeno de Raynaud, esclerodermia proximal o distal,
molestias digestivas (tales como regurgitacion alimentaria, pirosis 6 disfagia),
debilidad muscular, afectacién cutanea (exantema cutaneo, dermatitis en
manos, lesiones circinadas), poliartritis, adenopatias, fiebre, clinica compatible
con neurdlgia del trigémino, presencia de xeroftamia O xerostomia,
fotosensibilidad, Glceras orales 6 nasofaringeas 6 algun episodio de vasculitis.
Se les interrog6 sobre los farmacos pautados a lo largo de la evolucion de la
enfermedad, solicitando al paciente que explicara la respuesta clinica a los

mismos, ademas de la sintomatologia actual.
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Paralelamente se reviso la historia clinica, previa solicitud al archivo del
hospital general, contemplando los resultados analiticos y de las pruebas
diagnésticas realizadas durante el seguimiento de la enfermedad. Se
recogieron resultados analiticos tales como anemia, leucopenia o
plaguetopenia, elevacion de enzimas musculares, valores y actividad del
complemento, velocidad de sedimentacion globular (VSG), estudio de
hormonas tiroideas, presencia de hipergammaglobulinemia, serologias luética y
HIV, asi como de VHB/VHC.

A partir de la historia clinica de archivos se recogié de forma
retrospectiva el resultado de diversas pruebas diagnésticas efectuadas a lo
largo de la evolucién de la enfermedad, tales como capilaroscopia, transito
esOfago-gastrico-duodenal, manometria esofagica, pruebas funcionales
respiratorias, TC toracica, electromiograma, ecocardiograma y RMN realizadas
en cada paciente dependiendo de la necesidad diagnostica y segun las
manifestaciones clinicas que presentara en ese momento.

Se valoré el estado clinico actual, en el momento de la entrevista,
considerando a los pacientes asintomaticos, con molestias leves, si estas no
interferian con las actividades basicas de la vida diaria, moderadas o de mas
dificil control y graves cuando impedian la practica de una vida normal. Se
consider6é que la respuesta al tratamiento era completa cuando no existia
evidencia de actividad de la enfermedad; parcial cuando se aprecié una mejora
en alguno de los 6rganos o sistemas afectados por la enfermedad; y sin

respuesta cuando no se evidencié mejoria alguna.
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a.2.- ESTUDIOS REALIZADOS

Al margen de las pruebas complementarias recogidas en la
historia clinica, se citd0 a los pacientes para una entrevista clinica y se les
realizd rutinariamente una radiografia de térax, un ECG, un estudio del
funcionalismo respiratorio que incluia una CVF, VEMS y DLCO junto a estudio
de la funcion muscular diafragmatica (PIM, PEM); “walking test” cuando existia
un diagnostico acomparfante de hipertension pulmonar, asi como una TC
toracica cuando existia por radiologia de torax o por semiologia dudas sobre el
diagnostico de afeccion intersticial pulmonar. Se practicé un ecocardiograma a
la mayoria de los pacientes con excepcion de algunos casos en los que no fue
posible por motivos administrativos. Se definid la presencia de afectacién
pulmonar en forma de neumonitis intersticial cuando la capacidad vital fue
inferior al 70% del valor previsto o existia una alteracion de la difusién del CO
y/o existian cambios sugestivos en la radiografia de térax o TC toracica. La
hipertension de la arteria pulmonar se clasific6 en normal (< 25 mm Hg), leve
(entre 25 y 45 mm Hg), moderada (entre 45y 70 mm Hg) o grave (> 70 mm Hg)
segun los valores obtenidos en el registro ecocardiografico.

De forma sistematica se practico a todos los pacientes al mes siguiente
a la entrevista un estudio analitico completo que incluia hemograma, estudio
bioquimico basico y estudio inmunoldgico con determinacion de los anticuerpos
anti-Ro, La, Sm, RNP, ANA y patron de inmunofluorescencia, anti-DNA, anti-Jo,
anti-Scl70 y anticentrbmero, mediante estudio rutinario en nuestro hospital

(técnicas de ELISA e InmunoLia cuando fue preciso).
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Asi mismo, en el momento de la extraccion sanguinea para estudio
rutinario, se extrajeron muestras sanguineas para estudio inmunoldgico
mediante técnicas de inmunoprecipitacion de ARN y proteinas en el laboratorio

de enfermedades sistémicas de nuestro hospital.

a.3.- DEFINICION DE GRUPO CONTROL

Para la obtencion de un grupo control apropiado necesario para el
estudio inmunogenético, acudimos al Centre de Transfusio i Banc de Teixits del
Servei Catala de la Salut, donde nos facilitaron para el estudio del HLA, una
lista de pacientes sanos todos ellos donantes de sangre de corddén para

transplante de médula ésea.
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b.- MATERIAL Y METODO

b.1.-METODOLOGIA PARA DETECCION DE ANTICUERPOS

Dentro de las técnicas de determinacién de autoanticuerpos, describimos

las utilizadas en este estudio:

b.1.1.- Inmunofluorescencia indirecta

Para la deteccion de los anticuerpos antinucleares, se utilizo la técnica
de inmunofluorescencia indirecta realizada sobre cortes criostaticos de tejido
de rata. Para ello utilizamos el kit comercial de la casa Scimedx corporation
segun instrucciones del fabricante. Brevemente, el kit consta de Portaobjetos
con 10 pocillos, en cada uno de los cuales hay fijados tejido de higado, rifién y
mucosa gastrica de rata. Este tejido se hidrata mediante un lavado en PBS
durante 10 minutos. Cada pocillo fue incubado en camara hiumeda durante
media hora con 30ul de los sueros problema a estudiar, diluido 1/40 en PBS,
lavados e incubados de nuevo durante 30 minutos con 30ul de una solucién
1/40 en PBS de IgG de conejo anti-lgs humanas, marcadas con fluoresceina
(Dako). Posteriormente se lavaron de nuevo las preparaciones y se depositd
sobre cada corte una gota de glicerina tamponada a pH 7,2 y el cubreobjetos.
La lectura fue realizada en un Microscopio Zeiss Axioskop.

En aquellos sueros positivos se realizaron diluciones dobles progresivas
hasta 1/640 para su titulacion. El titulo de un suero es el de la mayor dilucién
en la que se aprecia fluorescencia especifica positiva, resultando negativa la

dilucion siguiente.
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b.1.2.- ELISA ( Enzimoinmunoanalisis)

b.1.2.1.- Principio basico del test

Las muestras de suero diluidas 1:100 se incuban en la microplaca
revestida con el antigeno especifico. Los anticuerpos de los pacientes si estan
presentes en la muestra, se unen al antigeno. La fraccidbn no unida es
eliminada por el lavado en el paso siguiente. Después, se vuelve a incubar con
inmunoglobulinas anti-lgs humanas conjugadas con peroxidasa de rabano
(marcaje) para su deteccion. El conjugado no unido es retirado a través del
lavado en el paso siguiente.

La adicion del substrato para peroxidasa (TMB) genera una reaccion
colorimétrica (azul) enzimatica que se detiene con &cido sulfurico diluido (el
color cambia a amarillo) cuando existe suficiente contraste entre muestras
positivas y negativas. La tasa de formacién de color por parte del cromégeno
va en funcion de la cantidad de conjugado unido al complejo antigeno-
anticuerpo y esto es proporcional a la concentracion inicial de los respectivos
anticuerpos en la muestra del paciente.

Para nuestro estudio utilizamos, Aeskulisa snRNP-C, Scl70, SS-A, SS-B,
Sm y Jo-1, que es un enzimainmunoensayo comercial en fase solida, para la
deteccion cuantitativa y cualitativa de anticuerpos contra el complejo shnRNP
(U1 RNP y Sm), Scl-70, Ro/SS-A, La/SS-B y Jo-1 en suero humano, segun las

instrucciones del fabricante.
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b.1.2.2.- Procedimiento del ensayo:

a) Toma, manipulacion y almacenamiento de las muestras

Se utilizaron preferentemente muestras de suero recién extraidas. Los
sueros que tenian particulas fueron purificados por centrifugacion a baja
velocidad 2000 rpm 15 minutos. Las muestras de sangre se utilizaron
inmediatamente o bien fueron guardadas bien cerradas a 2-8°C hasta 3 dias.
Las muestras se diluyeron a 1:100 con tampon de muestra (1x) mezclando bien

la dilucion.

b) Proceso del ensayo

Dispensamos 100 pl de cada suero diluido del paciente dentro del
pocillo, controles positivo, negativo y blanco dentro los pocillos designados.
Se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-26°C). A
continuacion se realizan lavados para eliminar la fraccion no unida y se incuba
de nuevo 30 minutos con anticuerpo anti Igs humanas conjugado con HRP. Al
finalizar se lava de nuevo y se afiaden 100 pl de substrato TMB, Se procede a
la incubacién durante 15 minutos a temperatura ambiente (20-26°C) en la
oscuridad y se afiade acido sulfudricoo 1 M como solucién de parada. Por
ultimo se realizara la lectura de la absorbancia a 450 nm (Labsystems lems

Reader MF, Labsystems) dentro de los 30 minutos siguientes.
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b.1.2.3.-Interpretacion cualitativa

Para una interpretacion cualitativa leeremos la densidad oOptica (DO), del
blanco, de los controles y la de las muestras de los pacientes. Compararemos
las DO de los pacientes con la DO del blanco y se determinara un punto de
corte (cut-off) a partir del cual se consideran todas las muestras que presenten

DO superior positivas.

b.1.3.- Inmunoensayo en “tiras” (enzimoinmunoanalisis sobre papel):

Se utilizo el kit comercial: INNO-Lia ™ ANA Update (Innogenetics).
Dicho Kit es un inmunoensayo en tira indicado para la deteccion e
identificacion de trece anticuerpos antinucleares (ANA): Sm (SmB y Sm-D),
RNP (RNP-70 kDa, RNP-A, RNP-C), SSA (Ro52 y Ro060), SSBILa,
centromero (Cenp-B), Scl-70 (ADN topoisomerasa 1), Jo-1, Ribosomal P e
histonas.

Para el ensayo se utiliza una membrana de nylon, con soporte de
plastico, recubierta de lineas bien delimitadas de antigenos recombinantes
correspondientes a los autoantigenos descritos. Ademas de estos
autoantigenos, se incluye una linea de control en cada tira.

Si la muestra no contiene autoanticuerpos especificos, el
anticuerpo anti-humano marcado no se fijja a ningan complejo

autoantigeno/autoanticuerpo, con lo que sélo aparecen la linea de control.
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b.1.3.1.- Procedimiento del ensayo:

Se realiza segun indicaciones del fabricante, de manera similar a la descrita

en el apartado anterior para ELISA, cambiando pocillos por tiras.

b.1.3.2.-Intepretacién de resultados:

a) Interpretacion visual:

Con el kit del ensayo, se incluye una tira para interpretacion de los
resultados. Se comparara la intensidad de todas las bandas
presentes en la tira del paciente con las bandas correspondientes

presentes en la tira de punto de corte.

b) Resultados negativos:

Una muestra sera negativa a todos los marcadores cuando las
intensidades de todas las bandas son inferiores a la de las bandas de

referencia presentes en la tira de punto de corte, sin ser equivocas.

C) Resultados positivos:

Una muestra sera positiva a un marcador concreto si la intensidad de
la banda correspondiente es superior a la de la banda de referencia

presente en la tira de punto de corte.
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b.1.4.- Inmunoprecipitacion

b.1.4.a.- Técnica de inmunoprecipitacion de RNAs (IPRNAS)

Es una de las técnicas mas sensibles para el aislamiento y
caracterizacion de antigenos celulares. Se basa en la utilizacion de
componentes celulares como fuente del antigeno a partir de los cuales
mediante los anticuerpos presentes en el suero de los pacientes, se precipitan
los antigenos reconocidos por éstos®.

Se utiliza para el estudio de ribonucleoproteinas, la mayoria de los
autoantigenos descritos anteriormente pertenecen a este grupo. Es decir estan
compuestos de una parte proteica y una parte de acido ribonucleico. Se utilizé
como extracto, las células Hela, que provienen de una paciente con
adenocarcinoma de cérvix (ATCC, Manassas, VA; numero CCL-2.2)

Las células fueron cultivadas a una concentracién de 2-4x10° células/ml
en medio de cultivo RPMI 1640 con L-glutamina (BioWhittaker Europe)
suplementado con 10% de suero fetal de ternera (BioWhittaker Europe),
glutamina 2 nM (GIBCO BRL) y penicilina 100 U/ml-estreptomicina 100ug/ml
(BioWhittaker Europe) y se disponen en placas de cultivo NUNC.

Con respecto a la preparacion del extracto, se recolectaron las células
(30 ml HeLa por cada suero problema), lavadas y resuspendidas en tampon de

extraccién a concentracion aproximada de 2-4x10” cel/ml.
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La suspension celular fue sonicada (sonicador Brawn) para la liberacion
de los antigenos con tres pulsos de 40 segundos a 60W. La suspension
sonicada se centrifugo a 10.000 rpm durante 20 minutos a 4°C (centrifuga
Beckman modelo J-21) para separar el sobrenadante (extracto celular) del
material insoluble.

El extracto celular se incubé durante 2 horas con Proteina A-Sepharosa
unida a un suero humano normal, para retirar inespecificidad. Transcurrido este
tiempo, se centrifugo el extracto durante 10 minutos a 2.500 rpm y se traspaso

a un nuevo tubo. Este sobrenadante fue la fuente de antigeno.

b.1.4.a.1.- Preparacion de los sueros problema (muestras)

para Inmunoprecipitacion

Inicialmente, fue preparada una suspension de proteina A-Sepharosa CL
4B (Pharmacia), a una concentracion de 4mg/ml en tampon de alta fuerza
iGnica.

Se dispusieron 500 pl de dicha suspension junto a 10-20 pl de los sueros
problema en tubos Eppendorf autoclavados. La mezcla fue incubada durante
toda la noche a 4°C agitandose por rotacion (o bién 90 minutos a T2 ambiente).

En este paso, las moléculas de IgG del suero se unieron a la Proteina A
por su region Fc. Después de la incubacién las muestras se lavaron 3 veces
con tampon de alta fuerza idnica. Cada muestra fue incubada con 100 pl del
extracto celular por espacio de 2 horas a 4°C en rotacion continua. Pasado este
periodo, tras un nuevo lavado en los precipitados de Proteina A-Sepharosa se

encuentran los complejos antigeno-anticuerpo buscados.
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b.1.4.a.2.- Extraccion y estudio de los

Acidos Nucleicos precipitados

Para extraer los acidos nucleicos contenidos en los precipitados, se
utilizé SDS (Bio-Rad), acetato sodico (Sigma), y una mezcla de fenol (Fisher),
cloroformo (Merck), y alcohol isoamilico (Merck) que abreviaremos con el
nombre de PCA, en proporciones 50:50:1 respectivamente (ademas de 0,1%
Hidroxiquinolina, Bio-Rad).

Tras agitar enérgicamente en voOrtex, se obtuvo una emulsion
blanquecina que fue centrifugadas. De las tres fases perfectamente separadas,
fue extraida la fase superior acuosa y fue transferida a unos nuevos tubos
Eppendorf autoclavados a los que afiadimos 3 volumenes de etanol absoluto
por volumen de solucién para precipitar los &cidos nucleicos. Tras la
precipitacion (durante 30 minutos a —80°C, o bien toda la noche a —20°C), se
recogen los acidos nucleicos a estudiar mediante centrifugacion se lavan con
etanol al 70% y se dej6 que los precipitados se secaran al vacio. En todos los
experimentos, fue preparada una muestra control de los acidos nucleicos
contenidos en 3 pl de extracto total mediante el mismo procedimiento de
extraccion descrito.

El residuo seco de cada tubo, se disolvié en 20 pl de tampon de muestra
para su posterior estudio por electroforesis en geles de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes.
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b.1.4.a.3.- Funcionamiento de la electroforesis en geles

de poliacrilamida-urea en el anélisis de Acidos Nucleicos

Los geles de poliacrilamida-urea se emplean para analizar RNA y
fragmentos de DNA de pequefio tamafio (<1 Kb) generalmente en condiciones
desnaturalizantes de urea.

Para el analisis de los snRNA (“small nuclear RNA) y scRNA (“small
cytoplasm RNA”) inmunoprecipitados, fueron preparados geles de
poliacrilamida al 10% conteniendo urea 7M segun ha sido descrito
previamente.

Para la deteccion de los Acidos Nucléicos se utiliza Tincion de Plata

segiun protocolo descrito previamente (Fig.2)

b.1.4.b.- Téchica de inmunoprecipitacion de Proteinas (IPPs)

marcadas con *S-Metionina

Para la caracterizacibn molecular de la parte proteica del complejo
antigénico, fue utilizada la técnica de inmunoprecipitacién de proteinas® con
alguna modificacion menor, empleando extractos antigénicos marcados

radioactivamente en sus constituyentes proteicos.
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b.1.4.b.1.- Cultivo Celular

Las células HelLa fueron cultivadas como se ha descrito en la técnica
anterior. Los extractos celulares se prepararon como se describid

anteriormente para la inmunoprecipitacion de RNAs.

b.1.4.b.2.- Marcado Metabdlico con 3*S-Metionina

Las células fueron cultivadas en un medio sin el aminoacido que se
introdujo después en el cultivo en forma de complejo marcado (**S-Metionina).
Células HelLa en crecimiento continuo fueron resuspendidas en medio libre de
Metionina a ala concentraciéon de 2-4x10° cel/ml. A este cultivo se afiadieron
14,8 MBg/ml de *S-Metionina. El tiempo de marcado fue de 16-18 horas en las
condiciones de cultivo habituales.

El resto de la técnica de inmunoprecipitacién fue basicamente, igual al
empleado para el estudio de acidos nucleicos, con pequefias modificaciones.
En este caso, los lavados después de la incubacion con las particulas de
Proteina-A Sepharosa conteniendo los anticuerpos unidos al extracto, se
realizaron con el tampén de alta fuerza iénica para evitar posibles uniones

inespecificas de proteinas marcadas.
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Después de los lavados, las particulas conteniendo los inmunocomplejos
se resuspendieron en 60 pl de tampon de carga, que se separa en geles de
poliacrilamida conteniendo SDS segun la técnica descrita por Laemmli (1970),
para valorar los pesos moleculares de las proteinas inmunoprecipitadas y
posteriormente sometidas a fluorografia para intensificacion de la sefal
radioactiva y secado sobre papel Watman.

Finalmente se procede al revelado (trabajando en camara oscura)
colocamos el gel de poliacrilamida-SDS seco sobre un film XRP-5 para
autorradiografia (Kodak) y sobre éste una hoja de “intensify screen” (Dupont
Cronex Lightining Plus A-1, Parker X Ray) (Fig. 3).

Todo este bloque se introdujo a —80°C y tras la exposicidn se revela la
placa de autoradiografia. Los tiempos de exposicion en nuestros experimentos
fueron de entre 24 horas y hasta 15 dias en funcion de la intensidad de sefial

de las proteinas radioactivas.
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Figura 2. Inmunoprecipitacion RNAs.
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Figura 3. Inmunoprecipitacion de proteinas.
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b.2.- METODOLOGIA PARA DETECCION DE HLA

Para el estudio del HLA clase I, principalmente se utilizaron técnicas
serologicas, mientras que para el estudio del HLA clase Il se utilizaron técnicas

de biologia molecular.

b.2.1.- Técnicas seroldgicas

Para la determinacion de los antigenos HLA de la superficie celular con
una técnica microlinfocitotoxica dependiente del complemento, se utilizaron
placas Terasaki que contienen antisueros contra los antigenos conocidos de
Clase | (Placas GT-COM, GenTrak, USA). Cada pocillo de la placa contiene 1

pl de anticuerpo y 5 ul de aceite mineral pesado.

b.2.1.1.- Principio de la técnica

Se incuban linfocitos viables con un anticuerpo que se una al
complemento. Si los linfocitos expresan un antigeno reconocido por un
anticuerpo especifico, la porcion Fab del anticuerpo se une al antigeno,
formando un complejo antigeno-anticuerpo. Una vez formados los complejos,
se aflade complemento de conejo. El C1q y el Calcio del complemento se
unen a la porcién Fc del anticuerpo. Se necesita un anticuerpo IgM o dos

anticuerpos IgG para ligar una molécula de C1q.
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La union del Clg con los complejos antigeno-anticuerpo inicia la
cascada del complemento que provoca la lisis celular. En una reaccion
negativa, los linfocitos siguen vivos. En una reaccidon positiva, los linfocitos

mueren.

b.2.1.2.- Extraccion y preparaciéon de las muestras

Como se necesitan linfocitos viables para la tipificacion seroldgica, la
sangre se recibird y procesara inmediatamente después de su obtencion. El
rendimiento de los linfocitos disminuye con el tiempo y las temperaturas
extremas. La sangre se extraera con dextrosa citrato &cido (ACD), se
almacenara a temperatura ambiente (20-25°C) y se procesara antes de 48

horas para conseguir el maximo rendimiento de los linfocitos.

b.2.1.3.- Procedimiento

1.- Se descongelan las placas a 20-25°C durante 15 minutos Yy se utilizan en
los 30 minutos siguientes a la descongelacion.

2.- Se separan los linfocitos T mediante el uso de particulas paramagnéticas
con el kit Dynabeads® HLA Class | (Dynal, UK).

3.- Se dispensa 1 pl de la suspension de linfocitos a cada uno de los pocillos de
la placa Terasaki.

4.- Se incuba la placa 30 minutos a temperatura ambiente.
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5.- Se prepara la solucion de complemento mas bromuro de etidio (BE) y
naranja de acridina (AO), mezclando 1 ml de complemento con 50 ul de una
solucién AO+BE (Esta se prepara disolviendo 60 mg de AO y 70 mg de EB en
1 ml de etanol, par aluego afadir 49 ml de PBS).
6.- Se dispensan 5 pl de esta solucion a cada pocillo de la placa.
7.- Se incuba la placa 1 hora a temperatura ambiente protegida de la luz.
8.- Se dispensan 5 pl de una solucién de hemoglobina a cada pocillo de la
placa. Esta solucion se preparé disolviendo 10 g de hemoglobina en 100 ml de
PBS con EDTA al 5% (afiadir 1 ml de acida sodica al 1%).
9.- Se procede a la lectura en el microscopio de fluorescencia de cada uno de
los pocillos. Se observa la coloracion de las células: las células son verdes si
estan vivas y son rojas si estan muertas. Se asigna un namero en funcién del
siguiente criterio:

- De un 0 a un 10% sobre la mortalidad de base: 1

- De un 10 a un 20% sobre la mortalidad de base: 2

- De un 20 a un 50% sobre la mortalidad de base: 4

- De un 50 a un 80% sobre la mortalidad de base: 6

- De un 80 a un 100% sobre la mortalidad de base: 8
10.- Se deducen los antigenos HLA presentes en la muestra en base a las
reacciones positivas y negativas que se han producido con la ayuda de la

plantilla de los anticuerpos presentes en la placa.
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b.2.2.- Técnicas de biologia molecular

Para el tipaje del MICA las muestras fueron amplificadas utilizando
primers especificos para el exon MICA 5, descrito en Hassan et al *°. El primer
reverso fue marcado en la posicion 5’-terminal con el fluorocromo 6-FAM. Los
productos de amplificacion microsatélite fueron sometidos a electroforesis en
un Analizador Genético ABI 310 (Applied Biosystems) y fueron analizados con
el software GeneMapper.

Para el tipaje de HLA-DRB1 de baja resolucion se empled la técnica de
PCR-SSO usando el kit INNO-LIPA HLA-DRB1 Plus (Innogenetics, Belgium).
La técnica de PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific
Oligonucleotides) se basa en la amplificacion de la region de DNA de interés
mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) seguida de una
hibridacion con oligonucletdtidos de DNA especificos de secuencia. Para los
genes de HLA de clase Il se amplifica el exdn 2, marcandose de forma no
radiactiva el producto de amplificacion. En el caso de la PCR-SSO inversa,
como es el kit INNO-LIPA, la hibridacién se realiza con sondas que estan
conjugadas a una membrana y se revela su presencia mediante una reaccién
enzimatica. Los procesos de hibridacion y revelado se realizaron de forma
automéatica en el aparato AutoLiPA. La interpretacion de los resultados se

realiz6 con la ayuda del programa informatico LIRAS (Innogenetics).
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Para la resolucion de ambigledades en los resultados de tipificacion
HLA, tanto de clase | como de clase Il, se utilizdo la técnica PCR-SSP
(Polymerase Chain Reaction-Sequence Primers). Esta técnica se basa en la
reaccion en cadena de la polimerasa utilizando primers de amplificacion
especificos de secuencia, detectandose el producto amplificado por
electroforesis en gel de agarosa.

Su base reside fundamentalmente en el fenomeno conocido como
ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System-Polymerase Chain
Reaction). Un primer (cebador) de amplificacién debe ser complementario a su
diana (Template) para que ésta suceda realmente. La complementariedad més
critica reside en la region 3’ del primer, de forma que si un primer
complementario complementa a su template excepto en la base inicial 3’, no
permitirdA que la DNA polimerasa elongue y no habra amplificacion. La
interpretacion de nuevo es similar a la de la serologia valorando
amplificaciones positivas y carencia de amplificaciones. Para controlar la falta
de amplificacién es necesario co-amplificar un fragmento de DNA de distinto

tamafio al esperado para alelos HLA que procede de un gen no polimorfico.
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b.3.- ESTUDIO ESTADISTICO

Dadas las caracteristicas de este trabajo que estudia una enfermedad de
muy baja prevalencia, el andlisis realizado es de tipo exploratorio. El analisis
estadistico de los datos disponibles se estructuré en los siguientes pasos:
primero se realizé un estudio descriptivo univariante para detectar la presencia
de errores, posibles anomalias, datos dispares, la distribucion de las variables
en estudio y la existencia de patrones en los datos ausentes. Se prosiguié con
el andlisis exploratorio bivariante para estudiar las relaciones entre variables de
mas interés. Dentro de este ambito, se destaca en un punto aparte, el estudio
de concordancia y correlacion entre los distintos criterios diagnosticos
contemplados en este trabajo, asi como el andlisis de la relacion de los
sintomas estudiados con una variable respuesta definida a partir del
cumplimiento de dichos criterios. Finalmente, se recurrio al andlisis de
correspondencias multiples para estudiar las relaciones multivariantes entre las
variables de interés.

A continuacion se detallan los pasos seguidos, asi como los estadisticos

y técnicas utilizados para dicho andlisis.
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b.3.1.- Analisis descriptivo univariante

La naturaleza de las observaciones, asi como los objetivos del estudio,

determina en gran parte los métodos estadisticos que se abordaran en los

analisis posteriores. Asi pues, al inicio de nuestro andlisis, y tras la depuracion

de la base de datos se procedio a caracterizar las variables segun su tipologia

(ver grafico 1) y su distribucion.

Pueden tomar cualquier valor
dentro de un rango

No admiten valores intermedios
en un rango. Suelen tomar
valores enteros

Categorias que no mantienen
una relacién de orden entre si

»  Continuas P
Variables .| Pueden expresarse
Cuantitativas d numéricamente :
—> Discretas  [p)
Representan cualidad o »  Nominales >
Variables atributo que clasifica a
. »| cada caso en una de
cualitativas varias categorias
> Ordinales [

Categorias que presentan un
cierto orden o jerarquia entre si

Gréfico 1. Tipologia de variables segun su naturaleza.
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Se estudidé la normalidad de las variables numéricas (cuantitativas)
mediante métodos graficos como los histogramas, diagramas de cajas (box-
plots) y el uso de papel probabilistico normal (p-p plots) y métodos numeéricos
como el test de Kolmogorov-Smirnov. Para dichas variables, se emplearon,
como medida resumen, la media y desviacion estandar cuando se distribuian
normalmente y la mediana y rango intercuartilico para las variables muy

asimétricas o cuya distribucion se desviaba de la normal.

Para la descripcion de las variables categoricas (cualitativas) se usaron
tablas de frecuencias, proporciones y diagramas de barras. Asi mismo, se
utilizaron los métodos gréficos ya descritos para analizar la posible presencia
de patrones en los valores ausentes que pudieran sesgar los resultados de los

andlisis posteriores.
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Tras la primera exploracion de la base de datos, y en aquellos casos en
que facilitaba el analisis y la interpretacion de los resultados, se optd por
categorizar algunas variables continuas y reagrupar algunas categorias de las
variables cualitativas. En la siguiente tabla se muestran las variables

estudiadas y su caracterizacion.

Variable Tipo de variable Categoria de variable

Variables sociodemograficas

Edad inicio numeérica {10,...62}
Edad en el diagnostico numérica {19,...70}
Género dicotomica { hombre, mujer}
Variables temporo-evolutivas

Meses de evolucion hasta numerica {1,..413}
diagndstico

Meses de evolucion hasta visita numerica {29,...425 }
Variables sintomaticas

Edema de manos dicotomica {si,no}
Esclerodactilia dicotomica {si,no}
Fenémeno de Raynaud dicotémica {si,no}
Afectacion esofagica dicotémica {si,no}
Poliartritis dicotomica {si,no}
Adenopatias periféricas dicotomica {si,no}
Fiebre dicotomica {si,no}
Neuralgia del trigémino dicotémica {si,no}
Sindrome seco dicotémica {si,no}
Exantema malar dicotomica {si,no}
Fotosensibilidad dicotémica {si,no}
Ulceras orales dicotémica {si,no}
Serositis dicotomica {si,no}
Vasculitis asociadas dicotomica {si,no}
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Variable

Variables funcionales

Capilaroscopia
Pruebas funcionales
respiratorias

TC toracico

Electromiograma
Biopsia muscular

Hipertension pulmonar por
ecocardiograma

Valvulopatia por
ecocardiograma
Miocardiopatia por
ecocardiograma
Variables de laboratorio

Alteracion de enzimas
musculares

Afectacion renal (funcién renal)
Anemia

Leucopenia

Linfopenia

Trombocitopenia
Hipergammaglobulinemia
Hipocomplementemia

VSG

Serologia VHB

Serologia VHC

Serologia luética

Serologia HIV

Alteracion hormonas tiroideas
Variables inmunoldgicas
Método Inmunoprecipitacion
Anti-U1-RNP

Anti-U5-RNP

Anti-Sm

Anti-Ro

Anti-RNA

Anti-sintetasa

Tipo de variable

dicotdmica
politomica

politomica

dicotdmica
dicotdmica
politdmica

dicotdmica

dicotdmica

dicotdmica

dicotémica
dicotémica
dicotémica
dicotébmica
dicotébmica
dicotémica
dicotébmica
dicotémica
dicotémica
dicotémica
dicotémica
dicotébmica
dicotébmica

dicotémica
dicotémica
dicotémica
dicotémica
dicotébmica
dicotébmica

Categoria de variable

{ normal, patoldgica }

{ normal, restrictivo ligero,
moderado, grave, obstructivo }

{ normal, fibrosis,
vidrio deslustrado, enfisema }

{ normal, patrén miopatico }
{ normal, patoldgica }

{ normal, hipertension
pulmonar
ligera, moderada, grave }

{si,no}

{si,no}

{si,no}

{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}

{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
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Variable

Método ELISA
ANA

Factor reumatoide
Anti-Ro

Anti-La

Anti-RNP

Anti-Sm

Anti-Jo
Anti-mitocondrial
Anti-DNA
Anti-Scl70
Anti-centromero
ANCA
Anti-fosfolipido
Anti-célula parietal
Anti-microsomal
Anti-tiroglobulina
Anti-plaqueta
Variable sintomatologia
Sintoma en la visita

Variable tratamiento
Tratamientos en la evolucion

Variable respuesta
Respuesta al tratamiento

Variable éxitus
Afo de éxitus del paciente

Variable contraccién epitopo
Negativizacién de anti-U1-RNP

Variable criterios EMTC
Criterios de Alarcén-Segovia
Criterios de Kasuwaka
Criterios de Sharp

Tipo de variable

dicotébmica
dicotébmica
dicotémica
dicotémica
dicotémica
dicotémica
dicotébmica
dicotébmica
dicotébmica
dicotébmica
dicotémica
dicotémica
dicotémica
dicotémica
dicotébmica
dicotébmica
dicotébmica

politomica

politbmica

politbmica

numérica
dicotdmica
dicotdmica

dicotdmica
dicotdmica

Categoria de variable

{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}
{si,no}

{ asintomatica, sintoma leve,
moderado, severo }

{ corticoides +/- metotrexate,
ciclosporina, ciclofosfamida,
azatioprina, antipaladicos,
AINES }

{ completa, parcial, no
respuesta }

{1996, 2000, 2001, 2003 }
{si,no}
{si,no}

{si,no}
{si,no}

Tabla 3. Caracterizacion de las variables estudiadas.
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b.3.2.- Analisis bivariante

Una vez finalizado el estudio univariante, se estudiaron graficamente las
relaciones bivariadas que podian aportar informacion de interés para la
descripcion de la base de datos y valorar la posible existencia de interacciones
y otros comportamientos no observables en el analisis univariado.

En esta misma linea, y siguiendo las sugerencias de la bibliografia
previa, asi como de las hipotesis generadas a partir de la practica clinica, se
decidi6é analizar la posible relacion entre variables relevantes en el estudio de la
EMTC. Para ello se construyeron tablas de contingencia para la presencia o
ausencia de diversos sintomas y caracteristicas en los pacientes estudiados y
se analizé su nivel de asociacién mediante el test de la Ji-cuadrado con el fin
de evaluar si existian diferencias significativas entre los dos grupos. En
aquellos casos en el que las celdas de la tabla presentaban frecuencias
inferiores a 5, se realizé la prueba exacta de Fisher. Para establecer el nivel de
significaciéon se utiliz6 la correccion de Bonferroni, que permite evitar el
problema de la multiplicidad y mantener un nivel de significacién global
mediante la reduccién del nivel de significacion para cada una de las pruebas
individuales. Segun esta correlacion, en general, si se realizan k pruebas de
significacién, para mantener una probabilidad global p, el nivel de corte de la
significacion para cada una de las pruebas realizadas debe ser de p/k . Es
decir, si por ejemplo se realizan dos pruebas de significacién y se quiere
mantener un nivel global de p<0,05, el nivel de corte para cada una de las
pruebas serd p<0,025. En la tabla 4 se muestran las distintas relaciones

estudiadas.

68



Fenémeno de Raynaud
Capilaroscopia patolégica
Capilaroscopia patolégica
Afectacion esofagica
Anti-U1-RNP
Anti-U1-RNP
Anti-U1-RNP

Anti-Ro

Anti-Ro

HLA-DR1

HLA-DR3

HLA-DR3

HLA-DR4

HLA-DR4

HLA-DR4

HLA-DR4

HLA-DR4

HLA-DR4

Factor reumatoide

Factor reumatoide

Hipertension arterial pulmonar

Pruebas funcionales respiratorias: patron restrictivo
Hipertension arterial pulmonar

Pruebas funcionales respiratorias: patron restrictivo
Hipertension arterial pulmonar

Pruebas funcionales respiratorias: patron restrictivo
Sindrome seco

Sindrome seco

Fotosensibilidad o exantema malar

Artralgias

Pruebas funcionales respiratorias: patron restrictivo
Sindrome seco

Artralgias

Fenémeno de Raynaud

Edema de manos

Capilaroscopia patologica

Hipertension arterial pulmonar

Pruebas funcionales respiratorias: patron restrictivo
Pruebas funcionales respiratorias: patron restrictivo

Artralgias

Tabla 4. Relacion entre diversas variables en pacientes con EMTC.
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b.3.3.- Estudio de asociacion entre los alelos MICA y HLA

Para el estudio de los niveles de asociacion entre diversos alelos del
MICA-HLA y la EMTC, se dispuso de un grupo control con tantos individuos
como pacientes en el grupo de la EMTC, y se representaron las frecuencias
halladas en tablas de contingencia.

Se valor6 mediante el test de la Ji-cuadrado si existian diferencias
significativas entre los dos grupos, usando como nivel de significacion o=0,05,
y la prueba exacta de Fisher para aquellos casos en el que las celdas de la
tabla presentaban frecuencias inferiores a 5.

En algunos casos, y dado el pequefio tamafio de la muestra disponible,
no se pudieron realizar dichas pruebas ya que el valor observado para la
variable fue constante (en todos los individuos de un grupo se determiné la
ausencia o presencia, de dicho alelo). Las mismas pruebas se realizaron en el
analisis y comparacion de los haplotipos caracteristicos observados en

pacientes con EMTC.
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b.3.4.- Estudio de la concordancia entre criterios diagnésticos

Para valorar la concordancia y el nivel de acuerdo entre los tres grupos
de criterios diagnosticos para la EMTC, contemplados en este estudio (Alarcon-
Segovia, Kasuwaka, y Sharp), se utilizaron dos técnicas estadisticas que
aungue diferentes, en el fondo estudiaban lo mismo, la correlacion tetracorica y
las proporciones de acuerdo especifico y global. Poco utilizados por su
desconocimiento, estos indices crudos de la concordancia, presentan
numerosas ventajas sobre otros estadisticos mas utilizados como puede ser la
Kappa de Cohen'® ya que no requieren la independencia entre los distintos
sistemas de evaluacion comparados'®'® | son independientes de la
prevalencia de la caracteristica evaluada y no requieren la asuncién previa de
un modelo para los datos observados ya que se trata de indices puramente
descriptivos.

Dados dos criterios diagnosticos cualesquiera (tabla 5) con a, b, cy d

como las frecuencias observadas para cada una de las combinaciones entre

los resultados de aplicar dichos criterios.

Total
Criterio 2
Enfermo a b atb
No enfermo |c d c+d
Total a+c b+d N

Tabla 5. Proporciones para los resultados de combinar

todos los posibles resultados de los dos criterios.

71



Se define como proporcion de acuerdo global pag,

~a+d  a+d
a+b+c+d N

pag

la proporcion de coincidencias frente al total de sujetos. COmo puede
observarse, este indice por si solo, aunque da una idea muy util del nivel global
de acuerdo, no proporciona por si mismo una idea del origen de dicho valor
entre los dos criterios estudiados, puesto que una alta concordancia en una de
las categorias, da un alto indice global, aunque el nivel de acuerdo en la otra
sea muy bajo. Por ello, se estudiaron también las proporciones de acuerdo
especifico para cada nivel, que junto al indice anterior, proporcionan una
imagen sencilla y a la vez muy informativa del nivel de concordancia y de como
se distribuye dicho nivel segun las categorias presentes.

Denominamos pa+ Y Pa- & las proporciones de acuerdo especifico para las
evaluaciones positivas y las evaluaciones negativas respectivamente, que

vienen descritas por las expresiones siguientes,

= 2a
2a+b+c
2d
Pae =7
2d +b+c
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que pueden ser interpretadas como estimaciones de las probabilidades
condicionales. Por ejemplo, pa+ es la probabilidad que si un criterio elegido al
azar da un diagndstico positivo, también lo dé el otro criterio. En general, unos
valores altos para pa+ Y pa- tomados conjuntamente, indican un acuerdo entre
los criterios, mayor que el que se puede producir solo por azar.

Por tanto, los tres indices proporcionados deben valorarse en la medida que si
los tres dan valores altos, la concordancia entre los criterios analizados es
elevada.

A los valores proporcionados por estos indices se afiadio el resultado de
estudiar la correlacion entre los distintos criterios bajo estudio. Para ello, y
dadas las caracteristicas de las variables a comparar, es decir, variables
dicotébmicas, pero a priori, de una naturaleza subyacente continua, se usé la
correlaciéon tetracérica, cuya estimacién se obtuvo junto a su intervalo de
confianza para un nivel a=0,1 y el valor p correspondiente.

El célculo de la correlacion tetracérica es complejo ya que ha de ser obtenido
por iteracion a partir de una serie infinita en r, que viene dada por medio de una

férmula compleja. A partir de la tabla 5 se tiene que,

2 3 4

ac —cd T 2 2 I 3 3 I
=r+z2z'—+ (" -)(z"-1)—+(z° -3z2)(z"-32) —+---
t ;@ =D D)+ ( X )og

N Zyyl

donde a,b,c y d son las frecuencias de la tabla de contingencia, N el tamafio de
la muestra total, z es la puntuacion estandar que divide la distribucién normal
en dos areas de valores (a+c)/N y (b+d)/N, z' es la puntuacion estandar que

divide la distribucion normal en dos areas de valores (c+d)/N y (a+b)/N.
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Los valores de y e y’' son las ordenadas en la distribucion normal
correspondientes a los valores de z y z'. El signo r; es positivo si ad>bc, es
decir, si las concordancias superan a las discrepancias, y negativo si ad<bc. El
signo de la correlacion lo debe poner el experimentador en funcion del
resultado obtenido.

Existen tablas que permiten obtener de forma facil el valor aproximado
de r; conocido el valor del cociente ad/bc. En nuestro caso, para su calculo se

usé la aplicacién Tetmat 1%,
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b.3.5.- Relacion entre los sintomas v el cumplimiento de los

criterios diagnosticos

Como paso previo al estudio multivariante, se evalud la asociacion
bivariada entre las manifestaciones con mas relevancia, inicialmente,
observadas en los pacientes y la EMTC. Dado que no se esta en disposicion de
un criterio Unico que pueda ser considerado como estandar de referencia para
la EMTC, se cred una variable que recogiera el cumplimiento de los criterios
diagnésticos segun Alarcon-Segovia, segun Sharp y segun Kasuwaka.

Esta nueva variable dicotdmica, se construyé como combinacion de las tres
variables, que indican presencia o no de la enfermedad, segin cada uno de
los criterios, de la siguiente forma: para aquellos pacientes que cumplen al
menos dos de los tres criterios de clasificacidon, la variable toma valor 1,
mientras que para los que sélo cumplen un criterio de clasificacion la variable
pasa a valer 2. De esta forma se distingue a los pacientes segun la fuerza con
la que podemos afirmar que presentan la enfermedad, dando por supuesto que
el hecho de cumplir dos o mas criterios apoya con mas fuerza la hipétesis de
presentar la enfermedad respecto al resto de pacientes. Para determinar la
significaciébn de la prueba de asociacién, se opté por la prueba exacta de
Fisher, en vez de la Ji-cuadrado, por tener un rendimiento mejor para muestras
pequefas. Se distinguié entre dos niveles de corte para la significacion

estadistica segun el objetivo perseguido.
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Con el fin de valorar la importancia de la asociacion bivariante, se opto
por un valor de p=0,05, mientras que para determinar si dicha variable deberia
ser incluida en los estudios multivariantes posteriores, se siguieron las

recomendaciones propuestas por Hosmer y Lemeshow'®*

eligiendo un nivel de
corte menos restrictivo de p=0,25.

Cabe destacar, que para facilitar el analisis en algunos casos, y siempre
gue clinicamente tuviera sentido, se optd por reagrupar categorias que
presentaban muy pocos individuos; éste fue el caso de la variable hipertension
arterial pulmonar, donde se distinguioé entre presentarla o no, sin diferenciar en
el grado de afectacion de la misma, o de las pruebas funcionales respiratorias
que fueron clasificadas inicialmente en no afectacion o afectaciéon leve,

moderada o grave, y que para dicho estudio fueron reagrupadas en tres

categorias, no afectacion, patrén restrictivo leve-moderado y grave.
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b.3.6.- Analisis multivariante: correspondencias multiples

Uno de los objetivos de nuestro estudio sobre pacientes con EMTC, es
proporcionar un nuevo conjunto de criterios, donde estén reflejados aquellos
aspectos de la enfermedad que con mas frecuencia o especificidad estan
presentes en nuestra poblacion problema y que ademas presenten un mayor
nivel de acuerdo con los criterios diagndsticos previamente propuestos en la
literatura, con el fin de unificar criterios y proporcionar un instrumento util a la
practica clinica en nuestro centro hospitalario.

Para ello, se requiere de técnicas multivariantes complejas que permitan
tratar nuestras variables de caracter categoérico de forma grafica y numérica,
simplificando al maximo la informaciéon disponible para que ésta pueda ser
usada de forma sencilla y practica posteriormente. Dada la naturaleza
exploratoria de nuestro estudio se decidi6é utilizar el llamado Analisis de
Correspondencias Multiples (ACM).

El Analisis de Correspondencias es una técnica estadistica cuya
finalidad es poner de manifiesto graficamente las relaciones de dependencia
existentes entre las diversas modalidades de dos o0 mas variables categoricas a
partir de la informacién proporcionada por sus tablas de frecuencias cruzadas.

El nombre parte de la escuela francesa de los llamados métodos
multidimensionales, mas concretamente de la traduccion directa del término
“Analyse des correspondances”, propuesto hace mas de 30 afos por

Benzecri*®® para aplicaciones en el campo de la lingtiistica.
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Es importante tener en cuenta el origen idiomatico de esta
denominacion, pues nos da la clave de la idea principal en la que se basa esta
técnica: el término “correspondances” debe entenderse como “sistema de
asociaciones” entre conjuntos de variables, de ahi que el anadlisis de
correspondencias entienda que, de la misma manera que el significado de una
palabra se puede descubrir por su contexto, las caracteristicas de una variable
(en nuestro caso EMTC) pueden ser explicadas a través de sus asociaciones
con las otras variables en estudio.

La principal ventaja de estos métodos es que permiten representaciones
graficas de grandes volumenes de datos (en nuestro caso el numero de
variables recogidas llega a 126) de forma sintética debido a su capacidad para
reducir la dimensionalidad del problema en estudio. La justificacion para esta
reduccion se basa en que, en el analisis de tipo exploratorio, se tiende a
recoger gran cantidad de informacion (dificil de asimilar e interpretar), por lo
que un gran numero de variables estdn muy correlacionadas (aportando
informacion muy parecida y por tanto, redundante).

Asi pues, el andlisis de correspondencias permite extraer las tendencias
mas destacadas, jerarquizarlas y eliminar los efectos marginales o puntuales

que perturban la percepcion global de los hechos recogidos en los datos*®.
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A nivel conceptual (para una descripcion formal de los métodos estadisticos,

107 el andlisis de

computacionales y sus aplicaciones ver Greenacre
correspondencias parte de las filas y columnas de una tabla de contingencia
(ver Tabla 6) para mostrarlas graficamente como puntos en un espacio de
dimensiébn menor, de manera que la posicion de los puntos en el gréafico
muestre las asociaciones entre los niveles de las variables que se observan en
la tabla.

Veamos un ejemplo partiendo de nuestros datos: en la tabla 6 se
muestra la relacion observada en nuestra muestra entre los 5 niveles de las
pruebas funcionales respiratorias (PFR) y los 4 niveles de hipertension arterial
pulmonar por ecocardiograma (HTAP). En este caso, la asociacién observada
entre las dos variables viene recogida por las frecuencias observadas en las

celdas de la tabla (xj) y podemos medir la magnitud de dicha asociacion

mediante el calculo del estadistico de la Ji-cuadrado.

PFR
Normal  Restrictivo Restrictivo Restrictivo  Obstructivo
ligero moderado grave
Ausencia X1 X1z Xi3 X14 X15
HTAP Ligera Xo1 X22 X23 Xos Xos
Moderada Xa1 Xz Xa3 Xas Xas
Grave X41 X4z X43 X4 X4s

HTAP: hipertensidn arterial pulmonar; PFR: pruebas funcionales respiratorias.

Tabla 6. Tabla de contingencia para la PFR y la HTAP. Las X; indican la frecuencia

(numero de pacientes) para cada combinacion de modalidades.
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Imaginemos, ahora, que los 5 valores de las columnas (X11, X12, X13, X14,
X15) para la primera fila son coordenadas en un espacio 5-dimensional y
dibujamos segun estas coordenadas un punto en dicho espacio que representa
toda la fila. Podemos proseguir de la misma manera para el resto de las filas
teniendo al final 4 puntos representados.

Si calculamos la distancia entre los 4 puntos, podemos decir que estas
distancias resumen toda la informacion sobre las semejanzas entre las filas de
la tabla. Una vez llegados a este punto, es facil ver, que si somos capaces de
hallar una representacion en un espacio de dimension menor de los puntos que
representan las filas de nuestra tabla, de manera que retengamos la mayor
informacion posible sobre las semejanzas entre las filas, podemos representar
toda la informacion de la tabla en un espacio de dimensién muy baja (1,2,3
dimensiones) que nos permita una visualizacion mas sencilla (hemos pasado
de un espacio con 5 dimensiones, dificil de visualizar, a un grafico en un plano
—2 dimensiones - facil de interpretar).

Aunque todo este proceso no tiene mucho sentido para una tabla
pequefia como la que acabamos de mostrar, es muy Util cuando empezamos a
aumentar el nimero de dimensiones (columnas) que debemos estudiar. En el
caso mas simple, el del llamado Analisis de Correspondencias Simple (ACS),
se tienen tablas de dos variables como la que acabamos de ver, y el aumento
de la dimensionalidad del espacio original viene dado por el incremento en el

namero de categorias de cada una de las variables estudiadas.
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En nuestro caso, el aumento viene producido por el gran niumero de
variables estudiadas, con lo que se requiere un instrumento matematico mucho
mas complejo (ACM), aunque la idea subyacente y la interpretacion de los

resultados se deriva de lo visto para el caso del ACS.

A tener en cuenta que para llevar a cabo el ACM, necesitaremos determinar
qué variables de las que disponemos para el estudio, van a ser las variables
activas y cuales las ilustrativas. La diferencia entre unas y otras radica en que
las variables activas son las que nos aportaran informacién (son las que forman
los ejes o factores) mientras que las ilustrativas, como dice la palabra, ilustran
los resultados, ayudandonos por tanto, a comprender mejor la representacién

grafica del analisis.

A la hora de interpretar los resultados gréaficos, debemos quedarnos con la
idea que dos puntos cercanos representan dos modalidades (categorias) con
perfiles parecidos (los pacientes con dichos valores se pareceran en los valores
que presentan para el resto de variables). Es decir, que su asociacion sera
mayor que la esperada si las modalidades fueran independientes (sin
asociacion). También observamos que los puntos mas alejados del origen de
coordenadas son aquellos cuyo perfil se aleja mas del resto de las variables,
pues se entiende que el centro representa el perfil “promedio” de todos los

casos.
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Llamamos inercia, a la informacion sobre las asociaciones entre filas que
tiene el espacio original. Asi pues, cuanto mayor sea la inercia del espacio de
menor dimension que elegimos para la representacion, mejor estaremos

reflejando las distancias entre las modalidades estudiadas.

Una vez determinadas aquellas variables que por el ACM, nos aportaban
una mayor informacion para la clasificacion de los pacientes, nos parecio
importante determinar qué numero de estas variables debian de ser exigidas
por el criterio de clasificacion, para que estos nuevos criterios diagnosticos
fueran realmente utiles y fiables. Para ello fue necesaria la creacion de un
tabla donde por una parte se expresaban las diferentes variables que habian
sido determinadas previamente en el estudio de correspondencias, y a cada
una de las posibles combinaciones dando el valor de la variable cumplimiento o
no, es decir, se determind para una determinada combinacién de variables
cuantos pacientes serian clasificados por 2 6 mas grupos de criterios para cada
combinacion. Tras obtener dichos resultados, se calcularon aquellas posibles
combinaciones, que aportaban un mayor porcentaje de cumplimiento,

equiparando dichos resultados con la practica clinica.
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RESULTADOS
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a.- ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA SERIE CLINICA

El grupo de estudio estaba formado por una serie histérica de 55
pacientes positivos para anti-RNP por método de ELISA, que acudieron a las
consultas externas del servicio de Medicina Interna, donde se llevo a cabo la
anamnesis, exploracion fisica y se les practicO una serie de pruebas
diagnésticas, con el fin de disponer de la maxima informacién posible y
catalogarlos de forma correcta en el grupo de pacientes con enfermedad mixta
del tejido conectivo. Solamente se incluy6 a los pacientes que en el momento
de la entrevista cumplian alguno de los 3 grupos de criterios existentes para el

diagnéstico y clasificacion de la EMTC.

El grupo de pacientes estaba formado por 30 (78%) mujeres y 8 (22%)
hombres, con una edad media (DE) de 33,92 afos (15,5) — mediana de 31 (RI
20-47,75), y dos picos de frecuencia, uno a los 20-30 afios y otro mas tardio

entre los 45-55 afos. El seguimiento medio de la serie fue de 5,5 afos.
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Como puede observarse en el grafico 2, la edad se distribuye muy
alejada de la normal, lo que justifica la eleccion de la mediana ( en vez de la

media ) para resumir la tendencia central de esta variable.

n° pacientes
w
|
N

Mean = 33,92
Std. Dev. =15,5

0 N=38

10 20 30 40 50 60 70
edad

Gréfico 2. Representacion de la variable edad.

85



Se analizo el tiempo transcurrido entre el inicio de la clinica y el momento del
diagnéstico de enfermedad mixta del tejido conectivo. Algunos pacientes no
fueron diagnosticados hasta que no fueron valorados en nuestra consulta. Se
obtuvo una mediana de 96 meses (Rl 12-201). En este caso se puede ver una

clara asimetria hacia la izquierda de los valores observados.

14

12 —

10 —

n° pacientes

1

. \\l

0 100 200 300 400 500

meses evolucién

Gréfico 3. Representacion de la variable meses de

evolucion hasta el diagnostico de la enfermedad.

Con respecto a la mortalidad se detectaron 4 éxitus, lo que representa
un 10% de la serie. En un solo caso se atribuy0 a la propia enfermedad, siendo
la causa del éxitus la insuficiencia cardiaca con disfuncion de la conduccion
cardiaca y arritmia letal. ElI cancer fue la principal causa de muerte en estos
pacientes, dos neoplasias de pulmoén (en pacientes fumadores) y una neoplasia

gastrica.
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En el estudio de las manifestaciones clinicas al inicio de la enfermedad,
tal y como se expone en el grafico 4, se observa como las manifestaciones
clinicas mas frecuentes fueron el fendmeno de Raynaud (29%), las artralgias-
artritis (26%), seguido de la presencia de disnea (16%).

En 4 pacientes no se pudo obtener dicha informacion dado que habian
fallecido, y las manifestaciones clinicas al inicio del cuadro no estaban

adecuadamente recogidas en la historia clinica.

18+

16+

14 O Artralgias-artritis

W Fendémeno de Raynaud

ODisnea

OAIlt hematoldgicas

n° pacientes

W Lesion cutanea

O Edema de manos

W Sindrome seco
O Desconocemos

Grafico 4. Clinica de debut de los pacientes con EMTC.
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En el grupo de pacientes estudiado, encontramos 16 (42%) pacientes
que desde el inicio de los sintomas hasta el momento de ser valorados en
nuestro servicio, habian sido diagnosticados de otra conectivopatia,
cumpliendo en el momento de la visita uno, dos o los tres criterios
diagnésticos de enfermedad mixta del tejido conectivo. Asi, 5 pacientes
estaban diagnosticados de esclerodermia, 8 pacientes de lupus eritematoso
sistémico, 1 paciente de sindrome de Sjogren, 1 paciente de artritis
reumatoide y 1 paciente de artropatia inespecifica. Dichos resultados se

representan a continuacion (grafico n° 5).

12 O Esclerodermia

B Lupus eritematoso sistémico
O Sindrome de Sjogren

O Artritis reumatoide

B Artropatia inespecifica

n° pacientes

Gréfico 5. Pacientes con EMTC diagnosticados de otras conectivopatias.

88



Las manifestaciones clinicas mas frecuentes a lo largo de la
enfermedad, fueron las siguientes: poliartritis, fenbmeno de Raynaud, edema
de manos y debilidad muscular. Un 84% de los pacientes estudiados present6
alteraciones capilaroscopicas, si bien inespecificas.

Fotosensibilidad, ulceras orales, fiebre o exantema malar, todas ellas
manifestaciones clinicas presentes en los criterios diagnosticos del lupus
también fueron observadas en un niamero no despreciable de pacientes, tal y
como se puede apreciar en la tabla 7. Ello explicaria que algunos de estos
pacientes estuvieran catalogados inicialmente de lupus.

La afectacion del tracto gastrointestinal atribuible a la EMTC se
circunscribié fundamentalmente al eséfago. La practica de un estudio
manométrico del eséfago permitié detectar en 15 pacientes (39%) dismotilidad
esofagica con afectacion predominante de los 2/3 inferiores del eso6fago e
hipotonia del esfinter esofagico inferior en 3 pacientes. La presencia del
sintoma clinico de disfagia se recogié en sélo 3 pacientes. Una paciente
presentd afectacion gastrica en forma de dispepsia intratable y precisé dosis
elevadas de inhibidores de la bomba de protones y glucocorticoides para su
control.

Para la valoracién de la afectacion muscular, se analiz6 la clinica-
mialgias o debilidad muscular-, la alteracion de los enzimas musculares (creatin
fosfoquinasa y aldolasa), el estudio electrofisiolégico y, en algunos casos, la
biopsia muscular. Se detectaron 22 pacientes (57%) con afectacion muscular,
15 con elevacién de las enzimas musculares, 8 pacientes con afectacion en el

electromiograma y 5 pacientes con afectacion de la biopsia muscular realizada.
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Se detectd la presencia de sindrome seco en 19 pacientes (50%)
cursando con xerostomia y xeroftalmia.

La fiebre, aunque no fue una de las manifestaciones mas frecuentes, -
menos de la mitad de los pacientes estudiados- se detectd principalmente
durante los brotes de la enfermedad, coincidiendo con la presencia de
hipergammaglobulinemia y elevacion de la VSG.

Ocho pacientes presentaron manifestaciones de vasculitis, durante la
evolucion de la enfermedad; en 3 pacientes de origen cerebral y en 5 pacientes
vasculitis cutanea leucocitoclastica.

Con respecto a la afectacion cutanea, hallamos diversas
manifestaciones: lesiones tipo dermatomiositis en 2 pacientes, eritema
generalizado en 4 pacientes, Ulceras cutaneas en 2 pacientes, telangiectasias
en 5 pacientes, telangiectasias asociadas a livedo reticularis en 2 pacientes,
eritema nodoso en 1 paciente y lupus discoide en 2 pacientes.

También se recogieron las manifestaciones hematoldgicas mas
frecuentes en los pacientes con EMTC. Se objetivo la presencia de anemia
normocitica normocromica en 12 pacientes, leucopenia en 7 y linfopenia en 10
pacientes. La presencia de trombocitopenia se recogid en 5 pacientes, con tan
sélo 1 caso asociado a anticuerpos antiplaqueta, no siendo en los otros casos
posible su determinacion.

Otras manifestaciones evidenciadas en la anamnesis fueron: alopecia en
3 pacientes, alteracion de la conduccion cardiaca en 1 paciente, hipotiroidismo
autoinmune en 2 pacientes, gastritis cronica atréfica en 1 paciente, cirrosis

criptogénica en 1 paciente y parotiditis de repeticion en 1 paciente.
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Variables

Poliartritis

Fenémeno de Raynaud
Edema de manos
Debilidad muscular
Xeroftalmia i/o xerostomia
Afectacién cutdnea
Fiebre

Esclerodactilia
Fotosensibilidad
Ulceras orales

Disnea

Exantema malar
Serositis
Esclerodermia
Vasculitis asociadas
Neuralgia trigémino

Disfagia

No

16
19
19
21
22
23
25
27
27
28
30
30
33
35

No conoce

©O O O OO OO OO0 OO O OO O O

Tabla 7. Manifestaciones clinicas en pacientes con EMTC.
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Dado que una de las afecciones que parecen marcar el pronostico en los
pacientes con enfermedad mixta del tejido conectivo es la afectacion pulmonar
se estudid el funcionalismo pulmonar del paciente, mediante la practica de
pruebas funcionales respiratorias. Asi la afectacion pulmonar se defini6 como la
presencia de un patron restrictivo o menos del 70% del valor previsto en la
capacidad vital o alteracion de la difusion del monéxido de carbono (DLCO).

Se realizaron las pruebas funcionales respiratorias en 34 pacientes. En 5
pacientes no se apreciaron alteraciones, en 29 pacientes se detecto trastorno
del funcionalismo pulmonar, objetivandose en 28 pacientes trastorno restrictivo,
en 18 pacientes ligero y en 10 pacientes moderado-grave, de los cuales 18
presentaban descenso del DLCO. En 1 paciente se hallé patrén obstructivo,
siendo éste fumador.

Posteriormente se estudiaron las imagenes tomograficas de torax
realizadas en 19 pacientes (la TC toracica se realiz6 en la mayoria de los casos
si existia clinica respiratoria o afectacion del funcionalismo pulmonar). Se
detectaron 14 pacientes con alteracion de la TC, en 13 pacientes con un patrén

de fibrosis y un caso compatible con enfisema pulmonar.
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También se realizO un estudio ecocardiografico para valorar,
principalmente, la presencia de hipertension arterial pulmonar, siendo esta
afectacion la causa principal de muerte en los pacientes con EMTC, y por tanto
la afectacibn que marca el pronéstico de la enfermedad. Se realizé en 27
pacientes, de los cuales 15 no presentaron alteraciones, detectandose en 7
(18%) pacientes hipertension arterial pulmonar, en 2 ligera, en 2 moderada y en
3 grave (gréafico n° 6); en 9 pacientes se aprecid alteraciones en las valvulas
cardiacas, tales como insuficiencia mitral, insuficiencia aortica, insuficiencia
tricuspidea, estenosis mitral, estenosis adrtica y en un paciente una mitral
mixoide; en 3 pacientes se detectd afectacion miocérdica, en 2 casos en forma

de miocardiopatia hipertréfica y en un caso de miocardiopatia dilatada.

144 OLigera
124 E Moderada
10 OGrave

n° pacientes

Grafico 6. Hipertension arterial pulmonar en pacientes con EMTC.

93



La afectacion renal en los pacientes con EMTC es infrecuente. En
nuestro grupo de pacientes detectamos 5 pacientes con afectacion de la
funcién renal (gréafico n° 7), cursando en un caso con insuficiencia renal crénica
de etiologia no filiada, 2 pacientes con sindrome nefrotico en los que no se
llevd a cabo estudio histologico, un paciente en forma de glomerulonefritis
mesangial y otro caso como glomerulonefritis membranosa, diagndstico

realizado tras la practica de una biopsia renal.

18

16 O Insuficiencia renal crénica

14 B Sindrome nefrético

O Glomerulonefritis mesangial

O Glomerulonefritis membranosa

12

_ 10
n° de pacientes

o N b OO ©

Gréfico 7. Manifestaciones renales en pacientes con EMTC.
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En el momento de la entrevista, se valoré el estado clinico actual, es
decir si estaban asintomaticos; si presentaban sintomas leves, considerandose
asi a aquellos que referian no interferir con las actividades basicas de la vida
diaria; sintomas moderados, aquellos de mas dificil control o sintomas graves,
aquellos que impedian una vida normal. Hallamos que de los 38 pacientes
valorados, 15 estaban asintomaticos; 11 presentaban sintomas leves (1
paciente neuralgia del trigémino, 2 pacientes astenia, 4 pacientes artralgias, 4
pacientes disnea); 6 pacientes presentaban sintomas moderados (1 paciente
con artralgias, 5 pacientes con disnea); finalmente en 2 pacientes los sintomas
eran tan importantes que dificultaban una vida normal por presentar disnea al
minimo esfuerzo. Cuatro pacientes no fueron valorados por éxitus. Estos

resultados se recogen en el grafico n° 8.

O Asintomatico
[l Sintomas leves

O Sintomas moderados

[0 Sintomas graves

n° pacientes

Il Desconocemos

Grafico 8. Sintomas de los pacientes con EMTC en la evaluacién actual.
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En cuanto a la respuesta al tratamiento se establecieron varios grupos.
Se consideraron aquellos pacientes que habian recibido tratamiento con
glucocorticoides de forma aislada, aquellos pacientes que habian precisado de
glucocorticoides y antimalaricos (sobretodo en pacientes con afectacion
articular que no respondian a AINES vy glucocorticoides); y aquellos que
habian necesitado asociar al glucocorticoide un inmunodepresor. Los
inmunodepresores mas utilizados en el tratamiento de las enfermedades
autoinmunes pertenecen a tres grupos: farmacos alquilantes (ciclofosfamida),
analogos de las purinas (azatioprina) y antagonistas del acido folico
(metotrexato).

Estas sustancias interfieren en eventos celulares imprescindibles para la
proliferacion celular, siendo particularmente activos sobre las células que se
dividen rapidamente, por lo que también se utilizan en enfermedades
neoplasicas. En las enfermedades autoinmunes se utilizan en dosis menores, y
si bien se cree que su accién terapéutica se ejerce a través de la citotoxicidad
sobre elementos inmunes, también presentan efectos antiinflamatorios e
inmunomoduladores.

De los 38 pacientes estudiados, 12 fueron tratados Unicamente con
glucocorticoides presentando una respuesta completa o parcial; 11 recibieron
glucocorticoides y antipalidicos, de los cuales 5 presentaron una respuesta
completa, 5 una respuesta parcial y uno no respondié al tratamiento; el resto
de pacientes fueron tratados con glucocorticoides e inmunodepresores, en

algunos casos precisando mas de un inmunodepresor.
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Asi, 14 pacientes fueron tratados con glucocorticoides e
inmunodepresores presentando entre éstos respuesta completa 6 pacientes y
parcial 7 pacientes, no respondiendo un paciente. Estos resultados se recogen

en el grafico n°® 9.

M glucocorticoides

M glucocorticoides +

[]

5 antimalaricos

Q

2 O glucocorticoides +

< inmunodepresores
O desconocemos

Gréfico 9. Tratamientos administrados en los pacientes con EMTC.
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b.- ESTUDIO INMUNOLOGICO Y ANALITICO

En relacién a los datos inmunolégicos, se utilizaron para la deteccion de
autoanticuerpos los siguientes métodos (ya explicados en apartados previos):
Enzimoinmunoandlisis (ELISA) -en la deteccién inicial-, e Inmunoensayo en
“tiras” (enzimoinmunoanalisis sobre papel o ELISA sobre papel) e

Inmunoprecipitacion (ARN y proteinas), en el momento del control.

Los resultados que se exponen en las tablas 8 y 9, son los resultados
obtenidos en el suero del momento del control, por o que existen 4 casos en

los que no se pudieron realizar dichas determinaciones por ser éxitus.

Cabe destacar que los anticuerpos antinucleares estaban presentes en todos
los pacientes, observandose un patrén nucleolar en 2 pacientes y el patron

tipico moteado en el resto de los casos.

Los anticuerpos anti-RNP detectados por la técnica de ELISA en el momento
de la inclusion, fueron positivos en todos los pacientes, no siendo asi en el
control posterior (25 pacientes), y detectdndose en 4 pacientes anti-Sm
positivos.

En cambio, por la técnica de inmunoprecipitacién, tan soélo se detectaba
positividad para el UL-RNP en 22 pacientes y siendo el anti-Sm positivo en 5

pacientes.

98



Anticuerpos antinucleares
Anticuerpos anti-RNP
Anticuerpos anti-Ro
Anticuerpos anti-DNA
Anticuerpos anti-Sm
Anticuerpos anti-La
Anticuerpos p-ANCA
Anticuerpo antitiroglobulina
Anticuerpo antimicrosomal
Anticuerpos antimitocondrial
Anticuerpos anticélula parietal
Anticuerpos antiplagueta
Anticuerpos antifosfolipido
Anticuerpos anti-Scl70
Anticuerpos anti-Jo
Anticuerpos anti-centrémero

Positivo Negativo

34
25

=
N

O P P P NDNDNDNWWDMNPdM DO

0
9
22
29
30
30
5
31
31
32
32
1
33
33
33
34

No realizado

A B b b

bbb

A DD b

Tabla 8. Determinacion de autoanticuerpos por ELISA en el momento de la

entrevista.

Positivo
Anticuerpos anti-U1-RNP 22
Anticuerpos anti-RNA 6
Anticuerpos anti-Sm 5
Anticuerpos anti-Ro 2
Anticuerpos antisintetasa 2
Anticuerpos anti-U5-RNP 1

Negativo
12
28
29
32
32
33

No realizado
4

A D b b

Tabla 9. Determinacion de autoanticuerpos por inmunoprecipitacion en el

momento de la entrevista.
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Dados los diferentes resultados obtenidos en cuanto a la deteccion de
autoanticuerpos, en funcién de la utilizacion de un método inmunoldgico u otro,
se estudio la concordancia existente entre ambos métodos inmunoldgicos. Para
ello se utiliz6 la correlacion tetracorica, partiendo de los datos que a
continuacion expondré. De los 25 pacientes que presentaban por ELISA
positividad para anti-U1-RNP (9 pacientes fue negativo), 22 presentaban
positividad para dicho autoanticuerpo por la técnica de inmunoprecipitacion (12
fue negativo). Aplicando el estudio de concordancia entre ambos métodos,
obtuvimos una correlacion de 0,606, con intervalo de confianza del 90% (0,257-
0,954) para un valor de p=0,0416.

Entre los resultados analiticos estudiados destaca la presencia de
hipergammaglobulinemia en 18 (47%) de los 38 pacientes estudiados, de
predominio policlonal (17 pacientes). La velocidad de sedimentacion globular
(VSG) se hallé elevada en 23 pacientes. El factor reumatoide (FR) fue positivo
en 9 pacientes, considerandose dicha positividad por la presencia de titulos
superiores a 1/40 de concentracion. Un paciente fue positivo para el virus de la
hepatitis C, y 2 presentaron una serologia luética falsamente positiva, uno en la
treponémica -TPHA- y otro en la reaginica -RPR-. Todos los pacientes
presentaban negatividad para la serologia del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH).

La funcién tiroidea estada alterada en 2 pacientes en forma de

hipotiroidismo.
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c.- ESTUDIO DEL SISTEMA DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Con respecto al estudio del sistema de histocompatibilidad (HLA) en
pacientes con EMTC, para valorar la importancia de la predisposicion genética
se obtuvieron los resultados expuestos en la siguiente tabla.

(Puntualizaremos que en 7 pacientes no se pudo realizar el estudio, 3 por falta

de muestra y 4 por éxitus)

Tipo HLA Positivo  Negativo No determinado
HLA-A 1 9 22 7
HLA-A 2 15 16 7
HLA-A 3 8 23 7
HLA-A 11 1 30 7
HLA-A 23 3 28 7
HLA-A 24 2 29 7
HLA-A 25 1 30 7
HLA-A 26 2 29 7
HLA-A 28 1 30 7
HLA-A 29 1 30 7
HLA-A 30 1 30 7
HLA-A 31 1 3 7
HLA-A 32 1 30 7
HLA-A 33 2 29 7
HLA-A 34 2 29 7
HLA-A 68 3 28 7

Tabla 10 (a). Determinacién de HLA Clase | en pacientes con EMTC.
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Tipo HLA Positivo  Negativo No determinado
HLA-B 7 9 22 7
HLA-B 8 6 25 7
HLA-B 14 3 28 7
HLA-B 18 3 28 7
HLA-B 27 2 29 7
HLA-B 35 2 29 7
HLA-B 37 1 30 7
HLA-B 38 2 29 7
HLA-B 44 6 25 7
HLA-B 49 4 27 7
HLA-B 50 1 30 7
HLA-B 51 4 27 7
HLA-B 53 2 29 7
HLA-B 55 2 29 7
HLA-B 57 2 29 7
HLA-B 60 3 28 7
HLA-B 62 2 29 7
HLA-B 63 1 30 7
HLA-B 70 1 30 7

Tabla 10 (b). Determinacién de HLA Clase | en pacientes con EMTC.

Tipo HLA Positivo Negativo No determinado
HLA-DR B1 1 9 22 7
HLA-DR B1 3 7 24 7
HLA-DR B1 4 11 20 7
HLA-DR B1 7 3 28 7
HLA-DR B1 8 3 28 7
HLA-DR B1 9 1 30 7
HLA-DR B1 10 1 30 7
HLA-DR B1 11 6 25 7
HLA-DR B1 13 5 26 7
HLA-DR B1 14 3 28 7
HLA-DR B1 15 8 23 7
HLA-DR B1 103 1 30 7
HLA-DR B3 1 30 7
HLA-DR B5 2 29 7
HLA-DQ B1 4 1 30 7
HLA-DQ B1 6 1 30 7

Tabla 11. Determinacion de HLA clase Il en pacientes con EMTC.
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Con los resultados expuestos anteriormente, al estudiar la relacion entre
la presencia del HLA-DR1*04 con la enfermedad mixta del tejido conectivo no
se hallaron diferencias significativas con respecto al grupo control; siendo el
HLA-DR1*04 presente en el 35,4% de los pacientes y en el 13% en el grupo
control. Tampoco se encontraron diferencias en el estudio de otros alelos entre
pacientes con EMTC y el grupo control.

Con las mismas muestras de los 30 pacientes estudiados con EMTC,
para el HLA, se pudo llevar a cabo el estudio de la frecuencia de diversos
alelos del MICA en comparacion con 30 pacientes del grupo control (de las 31
muestras séricas previas que disponiamos para el estudio del HLA, en 1 caso
no pudo realizarse el estudio MICA por problemas de laboratorio, estudiandose

por tanto 30 sueros). Los resultados quedan reflejados en la siguiente tabla.

Pacientes Controles
MICA 4 11 (36,7%) 9 (30,0%)
MICA 5 6 (10,0%) 6 (10,0%)
MICA 5.1 22 (73,3%) 19 (63,3%)
MICA 6 15 (50,0%) 18 (60,0%)
MICA 9 6 (20,0%) 8 ( 6,7%)

Tabla 12. Frecuencia de alelos MICA con respecto grupo control.

El analisis mediante la prueba de la Ji-cuadradro para valorar si dichos
porcentajes eran estadisticamente significativos, no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos (valor de p>0,05).

Asimismo se determind la presencia de gen MICA en los pacientes con
enfermedad mixta del tejido conectivo comparado con 30 individuos

pertenecientes al grupo control.
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Pacientes Control
4/4 3 (10%) 1 (3.3%)
4/5 2 (6,7%) 0 (0,0%)
4/5.1 1 (3,3%) 3 (10%)
4/6 1 (3,3%) 3 (10%)
4/9 1 (3,3%) 1 (3,3%)
5/5 0 (0,0%) 1 (3,3%)
5/5.1 3 (10%) 3 (10%)
5/6 1 (3,3%) 1 (3,3%)
5/9 0 (0,0%) 0 (0,0%)
5.1/5.1 5 (16,7%) 3 (10%)
5.1/6 5 (16,7%) 3 (10%)
5.1/9 3 (10%) 3 (10%)
6/6 3 (10%) 4 (13,3%)
6/9 2 (6,7%) 2 (6,7%)
9/9 0 (0,0%) 1 (3,3%)

Tabla 13. Presencia del gen MICA en pacientes con EMTC respecto
grupo control.

Se compararon los valores mostrados en la tabla anterior mediante el
test exacto de Fisher en aquellos casos en los que la tabla de contingencia
presentaba alguna celda con un valor inferior a 5 y mediante la Ji-cuadrado en
el resto de casos. Realizando ambos analisis no se hall6 significacion
estadistica en ningun caso (p>0,05). Cabe destacar que en aquellos casos en
los que un grupo no presenta ningun paciente con el alelo estudiado el
programa estadistico no permite calcular la Ji-cuadrado, ya que no se
considera una variable sino un valor constante. Dichos resultados pueden ser

debidos al pequefio tamafo de la muestra.
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El estudio de haplotipos caracteristicos en pacientes con EMTC que habian

sido demostrados en estudios previos, se compararon con el grupo control

(n=30):
Pacientes Control
MICA4/DRB1*04 2 (6,7%) 0 (0,0%)
MICA5.1/DRB1*04 8 (26,7%) 4 (13,3%)
MICA4/not DRB1*04 6 (20%) 8 (26,7%)
MICA5.1/not DRB1*04 9 (30%) 11 (36,7%)

Tabla 14. Haplotipos en pacientes con EMTC con respecto grupo control.

En dicha valoracion tampoco se hallo significacion estadistica (p>0,05)
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d.- CONTRACCION DEL EPITOPO

La contraccion del epitopo es un fendmeno descrito en los pacientes con
EMTC. Se define como contraccion del epitopo a aquella situacion que se
observa en determinados pacientes en los que habiéndose detectado
positividad para el autoanticuerpo anti-U1-RNP, bien por el método de ELISA o
bien por inmunoprecipitacion, a lo largo del tiempo, se negativiza dicho valor,
es decir desaparece el autoanticuerpo como consecuencia de un agotamiento
de la respuesta inmune®*°. Dicho fenémeno fue detectado en mas de una
cuarta parte (9 pacientes) de nuestro grupo de 34 pacientes (4 pacientes del
grupo inicial eran éxitus). De éstos, 4 estaban asintomaticos, 2 presentaban
sintomas leves, 2 pacientes sintomas moderados y un paciente sintomatologia
grave en forma de disnea. Un punto importante a remarcar, es que el
diagnéstico inicial en todos los pacientes se realizé por ELISA. En la evolucion
del paciente se emplearon los 2 métodos basicos de ELISA, es decir la ELISA
clasica y la ELISA sobre papel, obteniéndose como he expuesto previamente
la negativizacion del valor en 9 pacientes.

No se apreci6 en dichos pacientes una mejor evolucion clinica o
remision de la enfermedad estadisticamente significativa (prueba de Fisher
p=0,35).

El no disponer de un estudio inicial por inmunoprecipitacion no nos
permitié valorar este fenomeno por dicha técnica, o que seria interesante
realizar en estudios posteriores, ya que por inmunoprecipitacion se pueden
llegar a detectar un niumero mayor de antigenos en comparacion al ELISA, lo

que podria explicar los distintos resultados obtenidos en una misma muestra®.
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Etapa inicial Contraccion del
enfermedad Control posterior epitopo Sintomatologia
ELISA IMMUNOBLOT
Anti-U1-70 kd 70kd, A,C

1 Positivo Positivo Ausente Asintomatico

2 Positivo Positivo Ausente Asintomatico

3 Positivo Negativo Presente Asintomético

4 Positivo Positivo Ausente Asintomatico

5 Positivo No realizado

6 Positivo Positivo Ausente Sintoma leve

7 Positivo Positivo Ausente Sintoma moderado

8 Positivo Positivo Ausente Asintomatico

9 Positivo Negativo Presente Asintomatico
10 Positivo Negativo Presente Sintomas graves
11 Positivo Positivo Ausente Sintoma leve
12 Positivo Negativo Presente Sintoma moderado
13 Positivo Positivo Ausente Sintoma leve
14 Positivo No realizado
15 Positivo Positivo Ausente Sintoma moderado
16 Positivo Positivo Ausente Sintoma leve
17 Positivo Negativo Presente Sintoma moderado
18 Positivo Positivo Ausente Asintomatico
19 Positivo Positivo Ausente Sintoma moderado
20 Positivo Positivo Ausente Sintoma leve
21 Positivo Positivo Ausente Sintoma leve
22 Positivo Positivo Ausente Sintoma leve
23 Positivo No realizado
24 Positivo No realizado
25 Positivo Positivo Ausente Asintomatico
26 Positivo Negativo Presente Sintoma leve
27 Positivo Negativo Presente Asintomatico
28 Positivo Negativo Presente Sintoma leve
29 Positivo Positivo Ausente Asintomatico
30 Positivo Positivo Ausente Sintoma moderado
31 Positivo Positivo Ausente Asintomatico
32 Positivo Positivo Ausente Asintomatico
33 Positivo Positivo Ausente Asintomatico
34 Positivo Positivo Ausente Asintomatico
35 Positivo Positivo Ausente Asintomatico
36 Positivo Positivo Ausente Asintomatico
37 Positivo Negativo Presente Sintoma leve
38 Positivo Positivo Ausente Sintoma leve

Tabla 15. Representacion de la contraccion del epitopo y la evolucién clinica.
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e.- ANALISIS DE VARIABLES

En este apartado, se estudid la existencia o no de asociacion entre
determinadas variables presentes en la EMTC. Asi, lo que se hizo fue averiguar
si existia una relacion bivariada estadisticamente significativa (utilizando para
ello la prueba la Ji-cuadrado), entre las siguientes variables:

= anti-U1-RNP e hipertension arterial pulmonar

= anti-U1-RNP y patron restrictivo (PFR)

= anti-U1-RNP y sindrome seco

= anti-Ro y sindrome seco

= anti-Ro y fotosensibilidad o aparicion de exantema malar
= Fenomeno de Raynaud e hipertension arterial pulmonar
= Fendmeno de Raynaud y anti-U1-RNP

= Alteracién capilaroscopia y patron restrictivo (PFR)

= Alteracion capilaroscopia e hipertension arterial pulmonar
= Afectacion esofagica y patron restrictivo (PFR)

= HLA-DR1Yy artralgias

= HLA-DR3y patron restrictivo (PFR)

= HLA-DR3 Yy sindrome seco

= HLA-DR4 vy artralgias

= HLA-DR4y fenédmeno de Raynaud

= HLA-DR4 y edema de manos

= HLA-DR4 y alteracién capilaroscopia

= HLA-DR4 e hipertension arterial pulmonar

= HLA-DR4 y patrdn restrictivo (PFR)

= [Factor reumatoide y patron restrictivo (PFR)

= Factor reumatoide y artralgias
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Tras realizar el estudio de asociacion entre las variables, inicamente se
hall6 asociacion estadisticamente significativa entre anticuerpos anti-U1-RNP
por IP y fendmeno de Raynaud (p=0,002).

El resto de asociaciones estudiadas no fueron significativas.

Dichos resultados nos indican que no hay evidencia estadisticamente
signicativa a favor de la relacion entre estas variables, por o que no se puede
rechazar la hipoétesis nula (no relacion entre variables). Esto podria deberse a
la baja n, que hace que las diferencias tengan que ser muy importantes para

demostrar significacion.

109



f.- CONCORDANCIA ENTRE LOS DIFERENTES

CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Los pacientes fueron interrogados mediante un cuestionario exhaustivo,
donde se recogian todos aquellos datos necesarios para valorar posteriormente
el cumplimiento de los diferentes criterios de clasificacion que definen a la
EMTC, criterios de Alarcon-Segovia, criterios de Sharp y criterios de Kasuwaka.

Como se representa en el grafico 10, de los 38 pacientes estudiados, 33
pacientes cumplieron los criterios de Alarcon-Segovia y 5 pacientes no los
cumplieron. Los criterios de Kasuwaka eran cumplidos en 31 pacientes, no
siendo asi en 7 pacientes. Se detectaron 17 pacientes que cumplian los

criterios de Sharp, no siendo asi en 21 pacientes.

Se hallaron 15 pacientes que cumplian los 3 criterios de clasificacion.

Cuando se estudiaba el cumplimiento de los criterios de Alarcon-Segovia

y Kasuwaka, 11 pacientes los cumplian. Un paciente cumplia los criterios de

Alarcon-Segovia y Sharp y un paciente los criterios de Kasuwaka y Sharp.
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36
34
32
30
28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

n° de pacientes

oON DO

O Criterios de Alarcon-Segovia M Criterios de Kasuwaka O Criterios de Sharp
O Tres criterios M Criterios Alarcén-Segovia+Kasuwaka HECriterios de Alarcon-Segovia+Sharp
H Criterios de Kasuwaka y Sharp

Grafico 10. Cumplimiento de los criterios de clasificacién de la EMTC.
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Tras obtener los resultados expuestos anteriormente, se estudio la

concordancia entre los diversos criterios diagnosticos, mediante la aplicacion
de la correlacion tetracorica, con un intervalo de confianza del 90% y el valor de
p, obteniendo una correlacion entre Alarcon-Segovia y Kasuwaka de 0,11 con
p=0,74, y el mismo valor de 0,55 con p=0,06 entre Alarcén-Segovia y Sharp y
Kasuwaka y Sharp (por tanto no significativo).
Cuando estudiamos los acuerdos especificos entre los diversos criterios,
hallamos que entre los de Alarcon-Segovia y Sharp y los de Kasuwaka y Sharp
existia un acuerdo especifico positivo (AEP) y un acuerdo especifico negativo
(AEN) coincidente de 0,67 y 0,43 respectivamente, no siendo estadisticamente
significativo; obteniéndose entre los criterios de Alarcén-Segovia y Kasuwaka,
significacién estadistica (p=0,0035) con un AEP de 0,8 y un AEN de 0, siendo
el acuerdo total de 0,68 (es decir la suma de los individuos que concuerdan en
negativo y positivo entre el total de casos). Destacar que el AEN entre ambos
criterios es cero, es decir que no se ha hallado ningin caso de acuerdo
negativo. Debido al pequeiio tamafo de la muestra no se puede determinar en
este caso, cual seria la proporcion real de AEN, pudiendo afirmar que seria
muy bajo.

En nuestro estudio, intentamos valorar la sensibilidad y especificidad de
los criterios de clasificacion existentes hasta el momento. Para ello, seguimos
los pasos de un estudio realizado por Jean-Marc Amigues'®®, donde partia de
un grupo de pacientes con anti-U1-RNP a diferente titulo, pero a diferencia de

nuestro estudio incluia aquellos casos con anticuerpos anti-Sm positivos.
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Dado que no existia un grupo control, para valorar la sensibilidad y la
especifidad de los criterios de clasificacion se evalué el cumplimiento de otras
conectivopatias tales como el LES, esclerodermia y dermato-polimiositis y de
los criterios de EMTC.

De igual forma en nuestro estudio 33 pacientes cumplian los criterios de
Alarcon-Segovia, 31 pacientes cumplian Kasuwaka, 17 pacientes cumplian
Sharp. Para cada una de estas tres series de criterios, se analizo la
superposicion con los diagnosticos de lupus, esclerodermia y miositis. Los
resultados se muestran en la tabla 16. De los 27 pacientes que cumplen los
criterios de lupus, esclerodermia, miopatia inflamatoria o superposiciéon, 25
(92,6%) cumplen los criterios de Alarcon, 24 (88,9%) los criterios de Kasuwaka

y 16 (52,2%) los criterios de Sharp.

Total Alarcon Kasuwaka Sharp
LES 10 8 8 4
Esclerodermia 4 4 4 3
Miopatia inflamatoria 1 1 1 1
Superposicion 12 12 11 8

Tabla 16. Superposicién de criterios de EMTC con otras conectivopatias.

Una vez realizado este analisis, se estudio la sensibilidad de dichos criterios de
clasificacion en nuestros pacientes. La especificidad no pudo ser estudiada ya
que no existian verdaderos negativos, es decir, no habia ningan paciente en

nuestro grupo que no cumpliera ningun criterios de EMTC.
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Asi, como se indica en la tabla 17, se determinaron los falsos positivos
(pacientes con positividad para los criterios de EMTC y positividad para los
criterios de otras conectivopatias), falsos negativos (pacientes con negatividad
para uno de los criterios de EMTC y positividad para al menos uno de los otros
2 criterios de EMTC), verdaderos positivos (pacientes con positividad a los
criterios de EMTC y negatividad para los criterios de las otras conectivopatias)
y verdaderos negativos (pacientes con negatividad a todos los criterios de
EMTC).

Los resultados se muestran a continuacion, observando que al no existir
verdaderos negativos, no es posible el célculo de la especificidad ni del valor
predictivo negativo, obteniéndose una sensibilidad del 61,5% para los criterios
de Alarcén-Segovia, un 50% para los de Kasuwaka y tan solo un 8,3% para los
de Sharp, resultado que dista mucho del obtenido en el estudio comentado,
pudiéndose justificar por diferir las dos muestras en la inclusion de individuos

con anti-Sm positivo.

Criterios VP FP VN FN S VPP
Alarcon-Segovia 8 25 0 5 61,5% 24,2%
Kasuwaka 7 24 0 7 50,0%  22,5%
Sharp 1 16 0 11 8,3% 5,8%

VP: verdadero positivo; FP: falso positivo; VN: verdadero negativo; FN: falso negativo;

S: sensibilidad; VPP: valor predictivo positivo.

Tabla 17. Valoracion de sensibilidad y VPP de los criterios de EMTC.
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g.- ASSOCIACION ENTRE LA SINTOMATOLOGIA Y EL

CUMPLIMIENTO DE LOS CRITERIOS

En la tabla 18 se muestran los resultados para la distribucion de los

pacientes en funcion de los sintomas y una nueva variable, creada a partir del
cumplimiento de los criterios de clasificacion.
La variable cumplimiento se define con dos valores segun si el individuo da
positivo para un solo grupo de criterios o para dos 0 mas grupos, y nos permite
valorar el nivel de asociacion mediante tablas de contingencia y la prueba
exacta de Fisher.

Como se puede observar, hallamos asociacién estadisticamente
significativa (p=0,05) entre la variable cumplimiento y las siguientes variables:
esclerodactilia, fendmeno de Raynaud y debilidad muscular.

Ademas, en el limite de significacion se hallaron las variables: edema de
manos, esclerodermia, pruebas funcionales respiratorias alteradas -en forma
de patréon restrictivo-, Ulceras orales y elevacion de la velocidad de
sedimentacion globular (VSG).

Estos niveles de asociacion se pueden interpretar como el hecho, que
dichas variables sirven para distinguir entre los dos grupos formados por la
variable cumplimiento. Es decir, la presencia de alguna de estas variables,
considerada de forma individual, est4 altamente relacionada con el hecho de

clasificar como EMTC en dos o tres grupos de criterios.
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Vemaos, por ejemplo, que el cien por cien de los pacientes que presentan

esclerodactilia cumplen dos 0 mas grupos de criterios de clasificacion, mientras

que para los pacientes sin esclerodactilia, el nivel de cumplimento en dos o tres

criterios es sélo del 50%.

Variable (p valor) Cumple 2 0 més criterios Cumple 1 criterio Total
n (%) n (%)

Edema de manos (p=0,087)

Si 23 (79,3) 6 (20,7) 29

No 4 (44,4) 5 (55,6) 9
Esclerodactilia (p<0.001)

Si 16 (100) 0 (0,0) 16

No 11 (50,0) 11 (50,0) 22
F. Raynaud (p=0,047)

Si 25 (78,1) 7 (21,9) 32

No 2 (33,3) 4 (66,7) 6
Esclerodermia (p=0.076)

Si 8 (100) 0 (0,0) 8

No 19 (63,3) 11 (36,7) 30
A. esoféagica (p=0,298)

Si 15 (78,9) 4 (21,1) 19

No 11 (68,7) 5 (31,3) 16
PFR (p=0,066)

no restrictivo 3 (50,0) 3 (50,0) 6

restrictivo leve 13 (72,2) 5 (27,8) 18

restrictivo grave 10 (200) 0 (0,0) 10
Deb. Muscular (p=0,028)

Si 19 (86.,4) 3 (13,6) 22

No 8 (50,0) 8 (50,0) 16
Enz. Musculares (p=0,145)

Si 13 (86,7) 2 (13,3) 15

No 14 (60,9) 9 (39,1) 23
A. cutanea (p=0,151)

Si 15 (83,3) 3 (16,7) 18

No 11 (57,9) 8 (42,1) 19
Total 27 (71,0) 11 (29,0) 38

PFR: pruebas funcionales respiratorias

Tabla 18 (a). Distribucion de pacientes segiin cumplimiento de criterios

para sintomas estudiados. Prueba de Fisher.
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Variable (p valor) Cumple 2 0 mas criterios Cumple 1 criterio Total
n (%) n (%)

Poliartritis (p=0,615)

Si 24 (72,7) 9 (27,3) 33

No 3 (60,0) 2 (40,0) 5
Adenopatias (p=1,000)

Si 4 (80,0) 1 (20,0) 5

no 23 (69,7) 10 (30,3) 33
HTAP (p=0,545)

Si 7 (100) 0 (0,0 7

no 16 (80,0) 4 (20,0) 20
Valvulopatia (p=0,615)

Si 6 (75,0) 2 (25,0) 8

No 18 (81,8) 4 (18,2) 22
Miocardiopatia (p=0,394)

Si 2 (66,7) 1 (33,3) 3

No 21 (87,5) 3 (12,5) 24
A. renal (p=0,615)

Si 3 (60.0) 2 (40,0) 5

No 24 (72,7) 9 (27,3) 33
S. seco (p=0,476)

Si 12 (63,2) 7 (36,8) 19

No 15 (78,9) 4 (21,1) 19
Exantema (p=1,000)

Si 19 (70,4) 8 (29,6) 27

No 8 (72,7) 3 (27,3) 11
Fotosensibilidad (P=0,145)

Si 13 (86,7) 2 (13,3) 15

No 14 (60,9) 9 (39,1) 23
U. orales (p=0,059)

Si 12 (92,3) 1 (7,7) 13

No 15 (60,0) 10 (40,0) 25
Serositis (p=0,690)

si 8 (80,0) 2 (20,0) 10

no 19 (67,9) 9 (32,2) 28
Anemia (p=1,000)

si 9 (75,0) 3 (25,0) 12

no 18 (69,2) 8 (30,8) 26
Leucopenia (p=0,161)

si 3 (42,9) 4 (57,1) 7

no 24 (77,4) 7 (22,6) 31
Plaguetopenia (p=1,000)

si 4 (80,0) 1 (20,0) 5

no 23 (69,7) 10 (30,3) 33
VSG (p=0,073)

si 19 (82,6) 4 (17.4) 23

no 8 (53,3) 7 (46,7) 15
Total 27 (71,0) 11 (29,0) 38

HTAP: hipertension arterial pulmonar. VSG: velocidad de sedimentacion globular.

Tabla 18 (b). Distribucion de pacientes segun cumplimiento de criterios

para sintomas estudiados. Prueba de Fisher.
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Tras valorar individualmente cada una de las variables segun la variable
cumplimiento, se revisaron todas ellas para determinar cuales debian ser
incluidas en el estudio que se realizaria posteriormente, el analisis
multivariante, donde ademas de tener en cuenta la significacion estadistica de
éstas, también se tendria en cuenta el criterio clinico, ya que el hecho de tener
una muestra tan pequefia podia dar lugar a rechazar o no presentar resultados
estadisticos en variables con gran peso en la enfermedad.

A destacar, que tanto en la HTAP como en la afectacion esofagica, no se hallo
significacion estadistica para la asociacion con la variable cumplimento, pero
debido a su trascendencia clinica, fueron incluidas en los estudios de analisis

multivariantes.
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h.- PROPUESTA DE NUEVOS CRITERIOS DE CLASIFICACION

Uno de los principales objetivos de esta tesis, fue poder llegar a
determinar unos criterios de clasificacion unicos, y no tres grupos distintos de
criterios de clasificacion como sucede en la actualidad, donde se reflejaran
aguellos aspectos de la enfermedad que con mas frecuencia o especificidad
estan presentes en nuestra poblacion problema.

Para ello, se parti6 de los resultados obtenidos en la tabla 18, para
estudiar los patrones observados sobre las variables clinicas y
estadisticamente relevantes (mas el estudio mediante tablas de los criterios
propuestos) a partir del analisis de correspondencias multiples.

Para aplicar el analisis de correspondencias, identificamos cuales serian
las variables ilustrativas y las variables activas. Para ello se decidié que las
variables ilustrativas fueran los tres grupos de criterios diagnosticos conocidos
hasta el momento, criterios de Sharp, criterios de Alarcon-Segovia y criterios de
Kasuwaka, ya que aunque no nos interesara que participasen en la creacion de
los ejes (factores), si era interesante observar su proyeccion en el espacio
factorial creado.

Como variables activas decidimos incluir aquellas que se habian
presentado con mayor significacion (ver tabla 18) en al analisis bivariante, por
lo tanto las variables fueron esclerodactilia, fendmeno de Raynaud, debilidad
muscular, edema de manos, esclerodermia, pruebas funcionales respiratorias

alteradas, Ulceras orales y elevacion de la VSG.

119



A parte de estos criterios de inclusion mas objetivos, también se afadieron
como variables activas la HTAP y la afectacion esofagica, dado el consenso
existente entre los expertos sobre su significacion clinica en relacion a la
enfermedad estudiada.

En la tabla 19, se muestran los resultados proporcionados por SPAD
para el analisis que incluye las variables anteriormente especificadas.

Como se puede observar el primer factor aporta el 22% del total de la
inercia explicada (es decir, del total de la informacion contenida en la solucion

proporcionada), mientras que la aportacion del segundo factor es del 12%.

NUumero Valor propio Porcentaje = Porcentaje acumulado
1 0,3096 22,11 22,11
2 0,1654 11,82 33,93
3 0,1556 11,12 45,04
4 0,1295 9,25 54,29
5 0,1124 8,03 62,32
6 0,1022 7,30 69,62
7 0,0862 6,16 75,78
8 0,0790 5,65 81,42
9 0,0637 4,55 85,97

10 0,0561 4,01 89,98
11 0,0485 3,46 93,44
12 0,0411 2,93 96,37
13 0,0280 2,00 98,37
14 0,0228 1,63 100,00

Tabla 19. Analisis de las variables por SPAD.
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A continuacién mostramos la representacion grafica de lo explicado en la tabla
previa:

Porcentaje de inercia
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

©CoOo~NOOUA~WNER

Factor n°

Gréfico 11. Representacion grafica del analisis de las variables por SPAD.
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Evaluando las coordenadas de las distintas categorias, (tabla 20), para cada
uno de los factores (ejes), se decidid retener para su interpretacion, los dos

primeros factores, que recogen en conjunto el 33% de la inercia total.

Modalidad Peso relativo  Distancia al origen Eje 1 Eje 2
Edema de manos
no 2,368 3,22222 0,88 -1,11
Si 7,632 0,31035 -0,27 0,34
Esclerodactilia
no 5,789 0,72727 0,63 0,20
Si 4,211 1,37500 -0,86 -0,27
Fenémeno de Raynaud
no 1,579 5,33333 0,76 1,29
Si 8,421 0,18750 -0,14 -0,24
Esclerodermia
no 7,895 0,26667 0,36 0,16
Si 2,105 3,75000 -1,36 -0,62
Wectaci()n esofagica
no 4,211 1,37500 0,21 -0,44
Si 5,000 1,00000 -0,39 0,42
no consta 0,789 11,66670 1,35 -0,34
PFR
no restrictiva 1,579 5,33333 0,06 0,44
restrictiva leve 4,737 1,11111 0,44 -0,20
restrictiva grave 2,632 2,80000 -1,18 -0,29
no consta 1,053 8,50000 0,89 0,95
Debilidad muscular
no 4,211 1,37500 0,42 -0,53
Si 5,789 0,72727 -0,31 0,39
HTAP
no 5,263 0,90000 0,09 0,06
Si 1,842 4,42857 -1,35 -0,45
Ulceras orales
no 6,579 0,52000 0,36 -0,33
Si 3,421 1,92308 -0,70 0,63
VSG
normal 3,947 1,53333 0,35 -0,06
alta 6,053 0,65217 -0,23 0,04

PFR: pruebas funcionales respiratorias. HTAP: hipertension arterial pulmonar. VSG: velocidad
de sedimentacion globular.

Tabla 20. Posicion de las diversas variables respecto a los ejes.
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La manera de interpretarlo fue la siguiente: el primer factor distingue entre las
modalidades positivas y las negativas de las caracteristicas incluidas en el
analisis, por lo que se puede interpretar como un eje (o factor) que separa los
casos patolégicos (lado izquierdo) de los no patologicos (lado derecho),
presentando maximas distancias para los casos graves (HTAP , PFR restrictiva
grave), mientras que el segundo factor se interpreta en términos de tipologia
del paciente , ya que separa las modalidades que indican caracteristicas mas
especificas de las distintas conectivopatias. En el extremo superior del gréafico
se aprecian aquellas variables mas caracteristicas del lupus y miopatia, por lo
que los pacientes afectados de EMTC que sélo presenten valores positivos
para estas variables pueden mostrar una clara superposicién con la patologia
lupica y la miopatia inflamatoria (circulo rosa). En cambio, en el extremo de la
mitad inferior las caracteristicas halladas corresponden a pacientes con posible
superposicion con esclerodermia (circulo amarillo).

Asi pues, interpretamos que las variables que se definen en el espacio
intermedio (mas cercano al segundo eje) son las que mejor definen la EMTC en
nuestra muestra (circulo azul), dado que presentan menor superposicion con
otras conectivopatias.

Cabe notar que la delimitacién de estos circulos es difusa puesto que no
hay un sistema objetivo para establecer el punto de corte entre las diferentes
zonas. Recordemos que la interpretacion debe hacerse en términos de
proximidad entre los puntos, puesto que la distancia representa el nivel de

asociacion entre las modalidades.
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Figura 4. Representacion del resultado de andlisis multivariable: en rojo variables
activas y en azul variables ilustrativas. El recuadro verde indica caracteristicas
patolégicas. El area dentro del circulo azul representa los puntos con mas
proximidad a las manifestaciones de EMTC. El circulo amarillo recoge
manifestaciones esclerodérmicas. El circulo rosa recoge manifestaciones lupicas

y de miopatia inflamatoria.
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Como se puede observar, existe cierta proximidad entre las modalidades
(categorias) positivas para los tres grupos de criterios diagnosticos y el grupo
de modalidades edema de manos, VSG elevada, afectacion esofagica,
afectacion cutanea, fendmeno de Raynaud y esclerodactilia, indicando grado
de asociacion entre dar positivo por alguno de los criterios existentes y la
presencia de dichas caracteristicas.

En consonancia a lo hallado en el estudio de concordancia los criterios
de Kasuwaka y Alarcon-Segovia estan mas cercanos entre si, indicando que
los pacientes que dan positivo para estos criterios tienen perfiles parecidos. En
cambio Sharp estd méas alejado en direccidn a las variables que se relacionan
con la esclerodermia confirmando lo encontrado en estudios anteriores®® sobre
su menor especificidad para la EMTC.

Si valoramos los resultados obtenidos en al andlisis de correspondencias
multiple en comparacion con los resultados del analisis bivariante del apartado
g. (tabla 18) observamos que de las tres variables con mayor significacion, solo
el fendbmeno de Raynaud sigue presentando un papel central en el andlisis
multivariante (pues se halla en el centro de la zona definida por las
modalidades positivas de los tres criterios diagnosticos, en adelante llamada
zona EMTC). AUn asi, tanto las variables esclerodactilia como debilidad
muscular estan proximas a la zona EMTC. Las variables edema de manos y
VSG alta que en el analisis bivariante estaban en el limite de la significacion
estadistica (p=0,05) siguen estando dentro de la zona EMTC, asi como las
variables afectacion cutanea, incluida con un valor de p menos restrictivo, y
afectacion esofagica, que se incluyd bajo criterios clinicos puesto que no

presentaba significacion estadistica.
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El resto de variables que resultaron estadisticamente significativas en el
estudio bivariante se alejan un poco mas de la zona EMTC. En ninguno de los
dos analisis se corrobor¢ estadisticamente la trascendencia clinica de la HTAP,
quizas debido a que se pudo realizar dicha prueba en todos los pacientes. En
muestras de tamafio reducido como es el caso siempre hay que tener en
cuenta que se maximiza el efecto de los datos ausentes camuflando posibles
efectos de las variables estudiadas.

Tras dichas observaciones finalmente pasamos a considerar como
variables que caracterizan mejor la EMTC:. fendmeno de Raynaud vy
esclerodactilia puesto que en ambos analisis son muy representativas; edema
de manos por su peso en el analisis multivariante siendo en el andlisis
bivariante una de las variables en el limite de significacion; afectacién esoféagica
que también presenta un papel importante en el analisis multivariante y que
viene respaldada por su relevancia clinica; asi como las PFR alteradas en
forma de patrén restrictivo, que estando en el limite de significacién en el
andlisis bivariante y algo mas alejadas en el analisis multivariante son de gran
trascendencia clinica para la especificidad de la EMTC.

Dejamos fuera de estos criterios debilidad muscular y la VSG alta por su
poca especificidad a pesar de presentar buenos resultados en ambos andlisis.
Finalmente no ha sido posible incluir la HTAP debido a los malos resultados
presentados en ambos andlisis aunque dada su relevancia clinica
(principalmente porque marca el prondéstico) no se descarta que en proximos

estudios con muestras de mayor peso pueda ser incluida.
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Asi, los criterios diagnosticos que proponemos son los siguientes:

A.- Criterio serologico:
Anti-U1-RNP por inmunoprecipitacion,
B.- Criterio clinico:
Fendémeno de Raynaud
Esclerodactilia
Edema de manos
Afectacion esofagica
Patron restrictivo o disminucion del DLCO

Pero, tras haber determinado las variables que componen nuestros criterios
diagnésticos, nos planteamos el valorar cuantas de estas variables, siempre
partiendo de la base de la obligatoriedad del anti-U1-RNP, son necesarias
considerar en la practica clinica, para realmente estar seguros que estamos
abarcando la mayor parte de pacientes, sin cometer el error, de considerar a
individuos sanos como enfermos, o dejar de diagnosticar a enfermos por querer
ser muy restrictivos.

Para ello se realiz6 la siguiente tabla (ver tabla 21), donde como
podemos observar se representan las diferentes variables que forman nuestros
criterios de clasificacion asi como la variable creada a partir del cumplimiento

de los criterios de clasificacion.
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Esclerodactilia
Si
no
Si
Si
Si
si
Si
no
Si
no
no
Si
no
no
no
no
Si
no
Si
Si
Si
Si
Si
no
Si
no
no
Si
no
no
no
no
Si
no
Si
si
Si
Si
Si
no
Si
no
no
Si
no
no
no
no

Raynaud
Si
Si
no
Si
Si
Si
no
no
no
Si
Si
no
Si
no
no
no
Si
Si
no
Si
Si
Si
no
no
no
Si
Si
no
Si
no
no
no
Si
Si
no
Si
Si
Si
no
no
no
Si
Si
no
Si
no
no
no

Edema manos

Si
Si
Si
no
Si
no
no
Si
Si
no
Si
no
no
Si
no
no
Si
Si
Si
no
Si
no
no
Si
Si
no
Si
no
no
si
no
no
Si
Si
Si
no
Si
no
no
si
Si
no
Si
no
no
Si
no
no

Afect. esofagica

Si
Si
Si
Si
no
no
Si
Si
no
Si
no
no
no
no
Si
no
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
No
Si
No
No
No
No
Si
No
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
Si
No
Si
No
No
No
No
Si
No

Manifestaciones que conforman los criterios de clasificacion de la EMTC

PFR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML
ML

OO0 0000000006000 6

36 2 criterios

n

%

(100,0)
(100,0)

1 criterio
n %
0 (0,0)
0 (0,0)
2 (100,0)
1 (200,0)
0 0,0)
1 (20,0)
0 (0,0)
3 (60,0)
1 (100,0)
0 (0,0)
0 (0,0)
0 (0,0)

total

=N

PFR: pruebas funcionales respiratorias; NR: no realizado; ML: moderado-leve; G: grave.

Tabla 21. Propuesta de las variables necesarias para determinar los nuevos criterio

diagnosticos propuestos.
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Como podemos observar, se calcularon las posibles combinaciones
existentes entre las variables, valorando para cada combinacion el nimero de
pacientes que daban positivo para la categoria cumplimiento o no cumplimento.

Posteriormente se proponian diferentes posibilidades para los criterios
diagnésticos, es decir el cumplir el criterio inmunoldgico y al menos una , 2, 3 0
4 variables, valorando para cada supuesto, qué porcentaje de pacientes serian
clasificados en la categoria cumplimiento, dando a entender, que dicha
propuesta identificaria mejor al grupo de enfermos. Asi a continuacion

expondré los resultados para cada propuesta:

1.- Anti-U1-RNP (+), mas al menos 1 variable: 75% (es decir, en

aquellos pacientes que cumplan el criterio inmunol6gico y al menos una

de las variables propuestas, el 75% de éstos darian positivo a 2 6 mas

criterios de clasificacion previos, mientras que el 25% restante

Unicamente daria positivo para un criterio).

2.- Anti-U1-RNP (+), méas al menos 2 variables: 76%.

3.- Anti-U1-RNP (+), méas al menos 3 variables: 85%.

4.- Anti-U1-RNP (+), méas al menos 4 variables: 95%.

5.- Anti-U1-RNP (+), més las 5 variables: 100%.
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Otra posibilidad propuesta fue, si se daba el criterio inmunoldgico y
presentaba alteracion en las pruebas respiratorias, cuantas de las 4 variables
restantes eran necesarias para catalogar correctamente a los enfermos; los

resultados fueron los siguientes:

1.- Anti-U1-RNP (+) y PFR restrictiva, mas al menos 1 variable: 80%.

2.- Anti-U1-RNP (+) y PFR restrictiva, mas al menos 2 variables: 83%.

3.- Anti-U1-RNP (+) y PFR restrictiva, mas al menos 3 variables: 94%.

4.- Anti-U1-RNP (+) y PFR restrictiva, mas las 4 variables: 100%.

Tras obtener dichos resultados estadisticos, ahora la importancia radicara en la

valoracion a nivel de la préactica clinica, ya que a pesar que lo que mas nos

gustaria es obtener unos criterios cuya especificidad fuera cercana al 100%

seguramente nos dejariamos un numero considerable de pacientes sin

diagnosticar, por lo que quizas, vale mas la pena valorar aquellas opciones de

mas facil cumplimiento.
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DISCUSION
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a.- EMTC COMO ENTIDAD INDEPENDIENTE Y SU RELACION

CON OTRAS CONECTIVOPATIAS

Desde que en 1972 Sharp et al® definieran una nueva entidad,
catalogada como enfermedad mixta del tejido conectivo, se inicid un debate
que todavia no se ha resuelto® respecto a si en realidad se trataba de una
entidad clinico-inmunoldgica independiente, una mezcla de otras enfermedades
sistémicas 0 una estacion intermedia entre una conectivopatia indiferenciada y
una enfermedad sistémica bien definida.

Algunos autores®!?® defienden la utilidad del concepto de EMTC, y
basan su discurso en la presencia de unas manifestaciones clinicas
caracteristicas —rasgos clinicos de lupus, miositis, esclerodermia y artritis
reumatoide-, la existencia de un marcador seroldgico especifico —positividad
para los anticuerpos anti-U1-RNP-, asi como un sustrato genético propio que
permiten su definicibn como una enfermedad distinta. Contrariamente,

0tr056'13'40'110

niegan su existencia argumentando que en realidad no es la
enfermedad benigna que inicialmente describié Sharp; que el diagndstico no se
mantiene a lo largo del tiempo, ya que muchos de los enfermos diagnosticados
de EMTC acabaron por cumplir criterios diagnodsticos de otras enfermedades

sistémicas como el lupus o la esclerodermia; o que existen demasiados

criterios diagnadsticos y ninguno de ellos aceptado de forma indiscutible.
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El estudio historico de los pacientes presentados en esta Tesis Doctoral
nos permite aportar algo mas de luz a la ya citada controversia de si se trata o
no de una enfermedad independiente. Analizaremos punto por punto aquellos
aspectos que consideramos mas ilustrativos comparandolos con los estudios
publicados en la bibliografia médica.

Una de las principales criticas que ha recibido la EMTC es que en su
descripcion inicial® se consideré una enfermedad benigna, mientras que el
seguimiento de la cohorte original®**® demostré que hasta un 15% de los
mismos mantenian actividad de la enfermedad y una cuarta parte habian
fallecido, siendo la principal causa de muerte la HTAP. El seguimiento medio
de estos pacientes fue de 15 afios. En este sentido los resultados de nuestro
estudio, con un seguimiento medio de 5,5 afos, aportan lo siguiente: en primer
lugar llama la atencién que la mortalidad es algo inferior, del 10%, y si nos
cefiimos a la mortalidad por la enfermedad propiamente dicha, ain menor, del
2,6%. ElI hecho que el céancer sea la principal causa de mortalidad
probablemente es de naturaleza aleatoria, ya que ni el comportamiento en
nuestros pacientes fue paraneoplasico ni esta descrita esta complicacion en la
EMTC, si bien en algun caso publicado se asocia la presencia de anticuerpos
anti-U1-RNP a cancer’®. Es dificil establecer cual es la mortalidad atribuible a la
enfermedad ya que no existen estudios comparativos con grupo control en la
poblacién, si bien la media de las diferentes series publicadas es del 13%, no

muy diferente de la obtenida por nosotros***.
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Aunque la HTAP es la principal causa de muerte en las series mejor
estudiadas* no fue asi en nuestro estudio. Si bien se diagnosticaron 7
pacientes (18%) con esta complicacion durante el curso clinico de la

enfermedad, porcentaje similar al obtenido en otras series***?

, o se produjo
el fallecimiento hasta la fecha de ninguno de estos pacientes. Ello podria
deberse a la implementacion de nuevas terapias para el tratamiento de la
HTAP como los antagonistas de la endotelina-1 (bosentan) y los inhibidores de
la fosfodiesterasa que complementan el tratamiento convencional con
anticoagulantes y anélogos de la prostaciclina'*®. Asi mismo, cabe resefiar que
en el caso que evoluciond méas desfavorablemente, el trasplante pulmonar
solventé el problema, de momento con éxito. No podemos sin embargo
asegurar, dado el escaso numero de la muestra de pacientes estudiados que
los proximos pacientes con HTAP tengan la misma buena evolucion.

Otra de las criticas que se ha hecho a la EMTC es que no mantiene el
diagnostico durante el tiempo, es decir que lo que era una EMTC acaba siendo
otra enfermedad sistémica con el paso del tiempo. En la tabla 2 se recogen los
principales estudios, algunos de los cuales detectan hasta un 40-45% de
pacientes que cambian de diagnostico a los pocos afios de seguimiento. Sin
embargo no todos los autores obtienen estos resultados. En este sentido
nuestro estudio poco puede aportar ya que la mayoria de enfermos incluidos, lo
son a partir de la presencia de anticuerpos anti-RNP por técnica de ELISA
clasica (complejo snRNP), muchos de ellos no diagnosticados de EMTC; por el
contrario y precisamente gracias a su peculiar disefio, lo que si que podemos
afirmar, es que la presencia de anticuerpos anti-RNP es un buen predictor de

desarrollo ulterior de una EMTC, ya que el 74% de los pacientes con anti-RNP
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evolucionaron a una EMTC definida por alguno de los tres criterios
diagnésticos. Un 42% de los pacientes de nuestra serie fueron diagnosticados
inicialmente de otra conectivopatia, mientras que en el momento de la reciente
visita por motivo del actual estudio todos ellos cumplian al menos uno de los 3
grupos de criterios diagnosticos de EMTC.

Otros autores han obtenido resultados similares a los expuestos, asi

Lundberg et al**

, en un estudio prospectivo sobre 32 pacientes con anticuerpos
anti-RNP encontraron que a los 5 afios de seguimiento un 73% de los
pacientes con titulos elevados de anti-RNP cumplian criterios de EMTC, en
este caso los de Alarcén-Segovia. Creemos que éste es un aspecto relevante
de nuestro estudio, ya que atribuye un protagonismo diagndstico a los anti-U1-
RNP y apoya los nuevos criterios diagndsticos propuestos que se comentaran
al final de esta discusion.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad mixta incluyen signos y
sintomas compartidos por la artritis reumatoide, la esclerodermia, el lupus y la

polimiositis o dermatomiositis*****°.

Es por tanto de interés analizar las
similitudes y/o diferencias entre la EMTC y cada una de estas enfermedades
sistémicas autoinmunes.

Asi, la artritis reumatoide cursa con afectacion simétrica de las
articulaciones, de predominio en manos, erosiva, con rigidez matutina, que
afecta con menor frecuencia que otras conectivopatias los 6rganos internos y
que cursa con factor reumatoide (FR) positivo en la mayoria de los casos. Los
pacientes con EMTC presentan un FR positivo en un 50-70%, si bien y como

hecho diferencial la artritis que presentan en la mayoria de las ocasiones no es

una artritis erosiva.
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El analisis de nuestros pacientes puso de manifiesto que la afectacion
articular inflamatoria en forma de poliartritis era una de las manifestaciones
mas frecuentes de la enfermedad no solo como forma de inicio sino también
durante el curso de la misma (33 casos; 86%), pudimos demostrar que
raramente causaban deformaciones articulares, aunque si que habian sido
objetivadas por radiografia erosiones en algunos casos. Aunque el FR fue
positivo en 9 (23%) pacientes a titulo bajo, ante la presencia de anticuerpos
anti-RNP positivos, la poliartritis con FR positivo no representé un problema
diagnéstico. La reciente descripcion de los anticuerpos anti-péptido citrulinado
como marcadores diagnésticos de pacientes con artritis reumatoide facilita ain
mas la diferenciacion entre ambas entidades.

En el estudio realizado por Sharp GC et al® los pacientes con EMTC se
distinguian de aquellos que presentaban esclerosis sistémica progresiva, en
que los primeros tenian manifestaciones de lupus y de polimiositis y respondian
bien al tratamiento con glucocorticoides, hallando en el suero anti-RNP, en
general, a titulos elevados. En la esclerodermia, la presencia de artritis y
miositis se presenta de una forma menos frecuente e intensa que en la EMTC y
la presencia de autoanticuerpos especificos como el anti-Scl70 o anti-
topoisomerasa en la forma difusa o los anticuerpos anti-centrémero en la forma
limitada, o los anticuerpos anti-PM/Scl en las formas de escleromiositis
permiten distinguir con facilidad ambas entidades.

La afectacion esofégica, el fendbmeno de Raynaud, la esclerodactilia, asi
como la presencia de hipertensién pulmonar o afectacion pulmonar intersticial
son caracteristicas clinicas compartidas por ambas enfermedades, de ahi la

importancia del estudio inmunoldgico que permitira su discriminacion.
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En este sentido es interesante sefalar que solo en un paciente de los 38
estudiados se detectd la presencia de anti-Scl70, y en ningun caso de
anticuerpos anticentromero. Unicamente 5 de nuestros pacientes estaban
diagnosticados de esclerodermia, presentando en el momento del diagnostico
criterios de EMTC.

La baja frecuencia de afectacion renal, la especificidad de los
anticuerpos anti-ENA, la ausencia de anti-Sm, la infrecuente positividad de los
anticuerpos anti-DNA y los valores normales o elevados de complemento en
suero, distinguen los pacientes de EMTC de los afectados de lupus. El lupus
eritematoso sistémico, cursa con frecuencia con fenédmeno de Raynaud, siendo
rara la presencia de edema de manos o de esclerodactilia, manifestaciones que
como ya se ha comentado, son caracteristicas de la EMTC. Con respecto a la
afectacion articular no suele producir erosiones, siendo menos frecuente la
presencia de factor reumatoide. Asi mismo, la afectacion muscular, la
afectacion pulmonar intersticial y la afectacion esofégica son poco prevalentes;
siendo importante tanto en el prondstico como en la frecuencia la afectacion
renal, en relacion con los anticuerpos anti-DNA. Con respecto a los marcadores
inmunoldgicos es muy caracteristico en los pacientes con lupus, la presencia
del anticuerpo anti-Sm, anticuerpo antinuclear sensible a la accién de la enzima
ribonucleasa, lo que sugiere especificidad antigénica frente a una

ribonucleoproteina nuclear (RNP).
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Algunos de los pacientes de nuestro estudio, fueron catalogados de
lupus dado que cumplian muchas de las caracteristicas de dicha enfermedad,
pero la presencia de titulos elevados de anti-U1-RNP junto con la negatividad
del anticuerpo anti-Sm y de los anti-DNA, favorece el diagnostico de EMTC y
no de lupus. A tener en cuenta que el error de catalogar a los pacientes con
EMTC como afectos de lupus también esta causado, en parte, por la disparidad
de los criterios diagndsticos, ya que tan soélo los criterios de Sharp consideran
la exclusion del diagnostico de EMTC cuando éste se asocia a anticuerpos anti-
Sm, mientras que los criterios de Kasuwaka y Alarcon-Segovia no descartan el
diagnostico de EMTC a pesar que el anti-Sm sea positivo. En cualquier caso
los anticuerpos anti-Sm y anti-DNA (a titulos bajos) fueron positivos solamente
en un bajo porcentaje de nuestros pacientes (ver tablas 8 y 9).

El hallazgo en sueros humanos de anticuerpos dirigidos contra la proteina Ul-
C junto a los anticuerpos anti-U1-RNP, parece impedir la respuesta inmune
frente a la particula U1-C-Sm y por tanto les confiere un papel estabilizador,
justificando la no expresién en los pacientes con EMTC de dichos
autoanticuerpos™'®. De los 38 pacientes estudiados, sélo 8 de ellos estaban
diagnosticados de lupus, presentando en el momento del interrogatorio criterios

de EMTC.
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La polimiositis 0 dermatomiositis, pueden debutar con manifestaciones
extramusculares tales como fendmeno de Raynaud, artritis o enfermedad
pulmonar. La artritis suele ser no erosiva. Cuando se produce la afectacion
muscular, suele ser una miositis grave e invalidante, y es lo que define
clinicamente la enfermedad. Con respecto a la afectacion esofagica no suele
afectarse el 1/3 inferior del esofago (zona caracteristicamente afectada en la
EMTC), sino que la afectacion esofagica corresponde a la debilidad de la
musculatura cricofaringea, responsable del inicio de la deglucion, lo que ayuda
al diagnéstico diferencial de ambas entidades’. La positividad para
anticuerpos especificos de miositis como los anti-sintetasa, de los que el anti-
Jo-1 es el méas conocido, aunque poco frecuentes ayudan a la discriminacion
entre ambas entidades™®. Unicamente en un caso los anticuerpos anti-Jo-1

fueron positivos.

Con todo lo expuesto anteriormente, podriamos concluir, que en los
pacientes afectados de conectivopatias los sintomas y manifestaciones clinicas
que involucran a diversos o6rganos, pueden coincidir en mayor o menor
frecuencia, con mayor o menor intensidad, y dichas caracteristicas tendran que
ser respaldadas principalmente por una base genética caracteristica y unos
marcadores inmunolégicos especificos de la enfermedad. En el caso de la
EMTC, es nuestra opinién, que la presencia de anticuerpos anti-U1-RNP es
fundamental para el diagnéstico. Sin embargo siguen existiendo dificultades y/o
discrepancias diagndsticas en los pacientes con EMTC con respecto a otras
conectivopatias, que en general presentan unos criterios diagndésticos Unicos y

una clara definicién clinico-inmunoldgica.
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Creemos por tanto que son necesarios unos criterios diagnosticos o de
clasificacion que ayuden a seleccionar correctamente a los pacientes con

sintomas y caracteristicas inmunoldgicas de la enfermedad.

Por ultimo uno de los puntos que se ha esgrimido con mayor frecuencia
ha sido la proliferacion de criterios diagnoésticos, al menos 3 distintos, que
hemos recogido en el estudio de los pacientes con EMTC: los de Sharp, de
Alarcon-Segovia y de Kasukawa. Es bien sabido que la existencia de varios
criterios diagnosticos no es mas que la expresion de la dificultad a la hora de
catalogar estos pacientes, por lo que si se quiere realmente establecer la
EMTC como entidad independiente respecto a otras conectivopatias deberian
unificarse los criterios diagnosticos tal como sucede por ejemplo en el lupus o
en la esclerodermia. Sin embargo debemos recordar que los llamados “criterios
diagnésticos” son en realidad “de clasificacion” en un intento de agrupar a
pacientes con manifestaciones clinicas similares, con el objetivo de establecer
un prongdstico y tratamiento adecuado, y en este contexto y no en otro, hay que
interpretarlos. Uno de los principales objetivos de esta Tesis Doctoral ha sido
establecer el nivel de concordancia entre los 3 distintos grupos de criterios
mencionados y en funcién de los resultados clinicos, seroldgicos y genéticos
obtenidos en la serie de pacientes estudiados, definir de la forma mas estricta
unos nuevos criterios diagnosticos. Dada la importancia de este punto, se

tratara de forma independiente mas adelante.
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b.- MANIFESTACIONES CLINICAS Y HALLAZGOS

INMUNOLOGICOS EN LA EMTC

La EMTC es una enfermedad del tejido conectivo que se caracteriza por
presentar rasgos clinicos de enfermedad ldpica, esclerodermia vy
polimiositis/dermatomiositis, junto un marcador inmunoldgico caracteristico, el
anti U1-RNP, y una base genética caracterizada por una mayor frecuencia del
HLA-DR43. Sin embargo, el andlisis de las manifestaciones clinicas de esta
entidad esta en parte condicionado a los criterios diagndésticos utilizados en los
diferentes estudios publicados.

Swanton J et al **° analizan las manifestaciones clinicas de la EMTC en
relacion al momento de su aparicion. Asi distinguen las que aparecen al inicio
de la enfermedad, las que denomina acumulativas, es decir que persisten a
pesar del tratamiento inicial y se van sumando con el paso del tiempo y
finalmente las que aparecen tras un seguimiento de varios afios.

Estos autores observan que el fendmeno de Raynaud es la
manifestacion inicial mas frecuente (74%), junto a las poliartralgias y el edema
de manos (45%). Los resultados de nuestro estudio coinciden con los datos de
Swanton; el fendmeno de Raynaud fue la principal manifestacion al inicio de la
enfermedad (29%), en segundo lugar las artralgias-artritis (26%) y en tercer
lugar la disnea (16%), siendo ésta con frecuencia infradiagnosticada al inicio de
la enfermedad, por presentarse de forma muy larvada y en algunas ocasiones
con clinica inespecifica, refiriendola los pacientes como astenia, fatiga,

depresion.
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131719 sopre la clinica

Al revisar estudios realizados por diversos autores
de debut de la enfermedad, no encontramos ninguno que recoja como sintoma
inicial la disnea. Dado que la afectacion pulmonar en forma de neumonitis
intersticial o HTAP es una manifestacion de la EMTC, pensamos que este
hallazgo es relevante y obliga a un cribado espirométrico que incluya la CVF y
la DLCO en el inicio del diagnostico de la enfermedad. Mas adelante
volveremos sobre este punto al hablar de las manifestaciones pulmonares en
pacientes con EMTC.

En cuanto al fendmeno de Raynaud, creemos que tiene un protagonismo
diagnéstico en los pacientes con EMTC. En la fase de estado o acumulativa de
la enfermedad y en el seguimiento a los 5 afos, tanto en nuestra serie como en

la bibliografia médica (recogida por Swanton™*

) sigue siendo el mas frecuente
de los signos clinicos, y aunque su patogénesis no parece ser demasiado
distinta de los pacientes con esclerodermia, su presencia junto a anticuerpos
anti-U1-RNP sugiere el diagnéstico de EMTC, tal y como ha sido recogido por
algunos autores®, y como se deriva del estudio aqui presentado (ver nuevos
criterios). Si bien el fendbmeno de Raynaud esta incluido en los 3 grupos de
criterios diagnésticos (Sharp, Alarcén-Segovia, Kasukawa), en los nuevos
criterios de EMTC que proponemos y que trataremos mas adelante, la
presencia anti-U1-RNP determinados por IP junto al fendmeno de Raynaud nos
aproximan al diagndstico de la enfermedad. Aun més, parece existir una intima
relacion entre los anticuerpos anti-U1-RNP y el fendmeno de Raynaud,
sospechandose un papel etiopatogénico de estos autoanticuerpos. En series

18,121
D

de pacientes con UCT , Se encuentra una relacion significativa entre el

fenomeno de Raynaud y los anti-U1-RNP.
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En nuestro estudio, la Unica asociacion estadisticamente significativa que se
encontré al analizar diferentes variables fue precisamente la asociacion entre
los anticuerpos anti-U1 RNP y el fenbmeno de Raynaud.

Una de las manifestaciones mas frecuentes de los pacientes con EMTC
es la afectacion articular de la que ya hemos hablado en relacion al diagnostico
diferencial con la artritis reumatoide.

Ademas de las manifestaciones clinicas que se observan con mas
frecuencia en los pacientes afectados de EMTC, existen otras menos
frecuentes, pero en ocasiones muy especificas que pueden estar presentes y
en ocasiones orientarnos hacia una enfermedad sistémica e incluso marcarnos
el prondstico de la enfermedad, como seria el caso de la presencia de
vasculitis livedoide asociada a un peor prondstico de la enfermedad®. Asi,
hallamos en nuestro grupo, pacientes con las siguientes manifestaciones
cutaneas: fotosensibilidad, exantema cutaneo, Ulceras, alopecia y calcinosis,
también recogidas en otros estudios®’. No encontramos relacion
estadisticamente significativa entre la presencia de anticuerpos anti-Ro y
lesiones cutaneas en forma de exantema o fotosensibilidad. En nuestro trabajo,
las manifestaciones menos frecuentes fueron, la presencia de fotosensibilidad,
exantema malar, serositis, (manifestaciones tipicas del lupus), Ulceras

cutaneas, vasculitis asociadas y neuralgia del trigémino.
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La afectacién cardiaca es con frecuencia infradiagnosticada®®®’. Un
ejemplo de ello es la pericarditis, que en muchos casos puede pasar
desapercibida, debido a la clinica con frecuencia larvada e inespecifica. Otras
alteraciones cardiacas que podemos hallar en relacion con la EMTC son las
valvulopatias, la inflamacién del miocardio o las alteraciones en la conduccién
cardiaca. La afectacion valvular es poco frecuente y en general con poca
repercusion clinica. En los pacientes de esta serie las alteraciones valvulares
encontradas incluyeron insuficiencia mitral, insuficiencia aortica, insuficiencia
tricuspidea, estenosis mitral, estenosis adrtica y en un paciente una mitral
mixoide, sin llegar a representar en ningln momento un problema diagndstico o
terapéutico. A destacar que el Unico caso de éxitus atribuido a la EMTC en
nuestra serie, fue debido a trastornos de la conduccién cardiaca presentando
una arritmia fatal en el contexto de una insuficiencia cardiaca refractaria al
tratamiento. En dos casos mas, se detecté afectaciébn miocérdica, una mujer
con una miocardiopatia dilatada probablemente por miocarditis, al descartarse
otros factores etiolégicos mas comunes como el alcohol, la amiloidosis, la
isquemia o la hipertension arterial en fase avanzada; y otro paciente con una
miocardiopatia hipertréfica obstructiva. Aun siendo dificil atribuir un papel
causal en este caso a la EMTC, esta entidad se ha descrito acompafando a
otras enfermedades autoinmunes sistémicas como la dermatomiositis o el
lupus, sin que pueda descartarse un nexo genético comun todavia hoy no bien
conocido®?,

La afectacion pulmonar, bien en forma de hipertensién arterial pulmonar,
o bien en forma de afectacion intersticial pulmonar es una manifestaciéon

relevante que marca el pronéstico y la morbilidad de la EMTC.
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En relacién a la HTAP ya se han comentado los resultados de nuestro estudio
anteriormente en relacion a la benignidad o no de la EMTC. Cuando la
afectacion es de predominio intersticial, se observa un patron restrictivo o
descenso de la DLCO como primera manifestacion de la alteracion del
funcionalismo pulmonar, e imagenes en vidrio esmerilado o fibrosis pulmonar
por radiografia de torax y/o TC toracica. La manifestacion clinica suele ser en
forma de tos seca y/o disnea. La neumonitis intersticial que acompafna a la
EMTC se considera una manifestacion importante de la enfermedad, que por
tanto marcara el pronéstico y la morbilidad de estos pacientes. En nuestro
estudio las pruebas funcionales respiratorias fueron realizadas a la mayoria de
los pacientes (34; 89%), apreciando en 29 casos (85% de los pacientes
estudiados) un patron restrictivo pulmonar, que se consider6 grave en 10
pacientes (un tercio de los estudiados), mientras que la alteracion de la DLCO
fue observada en 18 casos (méas de la mitad de los pacientes estudiados); el
estudio tomografico revelo la existencia de un patrén de fibrosis pulmonar en el
70% de los casos.

Estos resultados son superponibles a los recogidos en otras series de la
bibliografia médica'?*. Asi, Bodolay et al*?*, recientemente publicaron un amplio
estudio retrospectivo en 144 pacientes diagnosticados de EMTC segun los
criterios de Alarcdén-Segovia y encontraron que dos terceras partes de los

pacientes estudiados presentaban enfermedad intersticial pulmonar.
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1*25 observaron una menor frecuencia de afectacién intersticial,

Saito et a
pero aun asi fue del 48%. La asociacion entre fenomeno de Raynaud y
afectacion pulmonar vascular en forma de HTAP o neumopatia intersticial,
aungque coherente desde un punto de vista cientifico y bien descrito en la

bibliografia médica'?**?®

no pudo evidenciarse en nuestro estudio, aunque ello
podria deberse al escaso numero de pacientes estudiado debido a la rareza de
la enfermedad.

Entre las manifestaciones gastrointestinales, la region que con mayor
frecuencia se ve afectada es el esofago. Los trastornos de la motilidad
esofagica y la alteracion del esfinter esofagico inferior (EEI) son las
alteraciones mas frecuentes. En un 39% de nuestros pacientes se detectd
dismotilidad esofagica con afectacion predominante de los 2/3 inferiores del
esoOfago, objetivandose afectacion en forma de hipotonia del EEI. Sin embargo
la presencia de disfagia como manifestacion clinica fue mucho menor (menos
del 10%). La afectacion esofagica realmente es importante mas que como
marcador prondstico vital de la enfermedad como marcador de morbilidad, ya
que se han detectado episodios recurrentes de broncoaspiracion que podrian
explicar en parte la afectacion intersticial que desarrollan los pacientes con
EMTC. Nosotros no encontramos asociacidén, sin embargo, entre neumonitis
intersticial y alteraciones esofagicas, por lo que nuestros resultados no apoyan
esta posibilidad. Otras series de pacientes con EMTC recogen una prevalencia
de anomalias esofagicas que oscila entre el 43% y el 88%, pero en todas ellas

las manifestaciones clinicas en forma disfagia son menores™?**%°,
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En nuestro estudio sOlo una paciente presentd molestias gastricas del tipo
dispepsia de dificil control; el resto del tubo digestivo no se encontré afectado
en los pacientes con EMTC de esta serie.

Existe la creencia que la afectacion renal en la EMTC es poco frecuente,
y que ante un paciente con nefropatia florida es conveniente descartar otras
enfermedades como el lupus o la crisis renal esclerodérmica. Nosotros
compartimos esta apreciacion, sin embargo diversas series clinicas y
necrépsicas recogen un porcentaje de afectacién renal en torno al 30%"31132,
Las glomerulonefritis mesangial, membranosa y membranoproliferativa son las
formas mas frecuentes, y su presentacion clinica mayoritariamente es en forma
de sindrome nefrético. Fueron pocos los pacientes de nuestro estudio que
presentaron afectacion renal (5 pacientes; 13%), siendo en forma de
glomerulonefritis mesangial y membranoproliferativa en los dos casos que se
documentd histolégicamente y como sindrome nefrético en dos casos en los
que no se llegdb a practicar biopsia renal. Un paciente desarrollé una
insuficiencia renal cronica. Ninguno de ellos presentd anticuerpos anti-Sm o
anti-DNA.

La afectacion muscular en forma de miositis, se presenta en fases
tempranas o en la evolucion de la enfermedad y rara vez como forma de
presentacion (en ninguno de nuestros casos fue la forma de inicio). Parece ser
mas frecuente la pérdida de fuerza en la cintura pélvica que en la escapular. La
prevalencia obtenida en este estudio fue similar a la recogida en la bibliografia

médica (50-70%)%,
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Entre las manifestaciones hematoldgicas la que parece ser mas
frecuente ademas de la anemia normocitica normocromica propia de las
enfermedades crénicas, es la trombocitopenia autoinmune®*, 5 (13%) de
nuestros pacientes presentaron plaquetopenia aunque so6lo en un caso se
determiné la presencia de anticuerpos antiplaqueta. El resto de citopenias —
anemia hemolitica, leucopenia - recogidas en la serie son menos frecuentes
pero estan bien descritas'?.

En cuanto a los hallazgos inmunolégicos, resefiar que la concordancia
entre los anticuerpos anti-RNP por ELISA y los determinados por
inmunoprecipitacion, no fue absoluta. Asi por ELISA de los 34 pacientes
estudiados se detectaron 25 positividades al anti-RNP, mientras que por IP se
detectaron 22 pacientes con positividad para el mismo anticuerpo, hecho que
apoya la mayor especificidad de la técnica de IP, que muy posiblemente
detecta la presencia de antigenos no sélo de forma lineal como la técnica de
ELISA sino también de forma conformacional, lo que la hace mas especifica.
Asi pues, es deseable su utilizacion, precisamente con el fin de restringir al
méaximo el diagndstico de EMTC aun con el riesgo de perder sensibilidad. Ante
una enfermedad que ha sido cuestionada por algunos autores, es importante
asegurar que el diagnéstico sea lo mas especifico posible, dejando de lado

formas clinicas dudosas que no hacen mas que contribuir a la confusién.
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Finalmente, parece que la EMTC evoluciona con el tiempo de tal manera
que pueden definirse tres grupos evolutivos distintos'': una tercera parte
presentan un curso benigno y quedan asintomaticos con el paso del tiempo,
otro tercio requiere tratamiento inmunodepresor para controlar parcialmente la
enfermedad, y un ultimo tercio presenta un comportamiento agresivo a pesar
del tratamiento. Los resultados obtenidos del analisis retrospectivo en nuestros
pacientes a partir de la entrevista actual, revela que 17 (44%) estan
asintomaticos, 17 (44%) presentaban sintomas leves y moderados, 4 (10%)
habian fallecido y 2 (5%) presentaban un curso agresivo de la enfermedad
(ambas con HTAP). En 14 (36%) pacientes se precisé tratamiento con diversos
inmunodepresores. La naturaleza retrospectiva del estudio dificulta en parte la
interpretacion de los resultados, pero en cualquier caso parece existir una
tendencia a formas menos agresivas de la enfermedad. Ello podria deberse,
como se ha comentado anteriormente a que los pacientes mas graves hubieran
fallecido sin un diagnostico adecuado, debido a la rapidez de su evolucion
clinica.

La contraccién del epitopo, que comporta una negativizacion de los
anticuerpos anti-RNP en sus diferentes determinaciones (por ELISA en el
estudio actual), podria ser el fendmeno inmunolégico que sefiale al grupo de
pacientes con un mejor prondéstico, si bien existe una controversia respecto a
este punto en la bibliografia médica que en el siguiente apartado intentaremos

clarificar.
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c.- CONTRACCION DEL EPITOPO

En la década de los noventa se introdujo el término de expansion
(spreading) del epitopo para describir la capacidad inmunoldgica dependiente
de las células B y T de amplificar la respuesta inmune de un unico
determinante antigénico a varios epitopos del mismo autoantigeno’®. Este
fendmeno puede considerarse hasta cierto punto fisiologico ya que favorece la
eficacia de la respuesta inmune frente a diversos patdogenos. Esta expansion
del epitopo antigénico favorece el reconocimiento de nuevos epitopos en la
misma molécula (molecular spreading), asi como de nuevos epitopos de
proteinas que estan asociadas en un mismo complejo macromolecular
(intermolecular spreading) como por ejemplo el spliceosoma.

Aplicando este concepto a las enfermedades autoinmunes, y en
concreto a la EMTC permite la siguiente interpretacion etiopatogénica: una
agresion externa, generalmente un virus, altera las células y las estructuras
celulares — la alteracion del spliceosoma en células apoptéticas las hace mas
inmunogénicas'®- desencadenando inicialmente una respuesta inmune frente
a determinados epitopos — inicialmente frente a U1-RNP 70 kD — expandiendo
la respuesta inmunolégica a las proteinas de la macromolécula —el
spliceosoma- favoreciendo la aparicion de nuevos autoanticuerpos —frente a

U1-RNP A, U1-RNP C, e incluso frente a la proteinas del antigeno Sm-.
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Este proceso sucede a lo largo del tiempo y de igual manera que se
produce esta “generalizacion” de la respuesta inmune, también en algunos
casos llega a agotarse, es lo que denominamos la contraccion del epitopo que
se acomparfia de la negativizacion progresiva de los distintos anticuerpos hasta
su desaparicion.

Existen suficientes evidencias que permiten afirmar que en la EMTC éste
podria ser el modelo de respuesta inmunolégica. Greidinger y Hoffman®**
analizaron la especificidad antigénica en una serie amplia de pacientes con
anticuerpos anti-RNP recogidos secuencialmente durante afios y observaron
que los primeros anticuerpos que aparecian eran frente a U1-RNP 70 kD, luego
al cabo de un tiempo, meses o0 afos, aparecian frente a UL-RNP A y U1-RNP
C y posteriormente frente al resto de RNP. Posteriormente Burdt et al*® en el
seguimiento de la serie inicial de pacientes con EMTC publicada por Sharp
pudieron apreciar el fenémeno contrario, es decir, algunos de los pacientes (11
de 47; 23%) con EMTC presentaron durante el seguimiento una negativizaciéon
progresiva de los anticuerpos frente a los distintos componentes de snRNP, es
decir una “contraccién del epitopo” que se acompafiaba, en su caso, de una

mejoria clinica de los pacientes.
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El fendmeno de expansion inmunoldgica del epitopo se representa en la figura

5, tomada de Monneaux F and Muller S”".
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Figura 5. Fendbmeno de expansion inmunolégica del epitopo.
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El agotamiento de la respuesta inmune también lo pudimos comprobar
en nuestro grupo de pacientes. De los 38 pacientes diagnosticados de EMTC,
se pudo estudiar dicho fenomeno en 34 pacientes, dado que 4 de ellos eran
exitus en el momento del estudio, no pudiéndose extraer suero para la
determinacion inmunoldégica. De los 34 pacientes, se observo dicho fendmeno
en 9 (26,5%) pacientes usando como técnica inmunoldgica el ELISA frente al
complejo snRNP. La mayoria de los pacientes con negativizacion de los
autoanticuerpos estaban asintomaticos (67%). A pesar de dicho resultado, no
se hallaba una diferencia estadisticamente significativa, en cuanto a la
evolucion clinica, con respecto a los pacientes en los que dicho fenbmeno no
se producia. Por lo tanto, basandonos en nuestros resultados, no podriamos
concluir que la negativizacién de los autoanticuerpos, principalmente cuando
hablamos del U1-RNP, es siempre signo de remisiébn de la enfermedad,
aunque seria importante realizar mas estudios orientados hacia dicho aspecto.
Habria sido interesante valorar el fenébmeno de contraccion del epitopo por la
técnica de inmunoprecipitacion, dada la especificidad de la misma, no siendo
posible en nuestro caso, dado que no disponiamos del suero inicial de los
pacientes para haber realizado las determinaciones en el momento de la
inclusién, disponiendo Unicamente de los resultados de la inmunoprecipitacién

en el momento del control.
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d- VALORACION DEL MICA Y SISTEMA HLA

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es un grupo de
proteinas de la superficie celular cuyas funciones principales son la
presentacion de antigenos a las células T (linfocitos CD 4" o colaboradores o
CD 8" también llamados citotoxicos, segun sean estimulados por las proteinas
que componen el HLA de clase Il o | respectivamente) y definir la naturaleza
genética irrepetible de cada individuo.

La existencia de determinados componentes genéticos, que se
manifiesten con mas frecuencia en los pacientes con EMTC que en otras
enfermedades del tejido conectivo, ha sido uno de los pilares que ha ayudado a
la consideracion de la enfermedad como tal y no como parte constituyente de
otras o simplemente como no existente.

Otras enfermedades autoimmunes sistémicas han demostrado estar
asociadas con un HLA caracteristico, por ejemplo la artritis reumatoide con el
HLA-DR4, el lupus con el HLA-DR2 y DR3, la esclerodermia con el HLA-DR5 y
la dermatomiositis con el HLA-DR3%%°, La asociacién de una enfermedad a un
determinado HLA le confiere una mayor entidad como proceso independiente.
Sin embargo pocos estudios han intentado demostrar la existencia de una
asociacion entre la EMTC o la positividad para los anticuerpos anti-U1-RNP y
un HLA determinado®°%. La mayoria de estos estudios demuestran una
asociacion especifica con el HLA-DR4, aunque algunos autores lo restringen al

grupo de pacientes con EMTC y artritis*°.
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Hoffman et al®* demuestran una relacién significativa entre la presencia
del HLA-DRB1*04 y HLA-DRw53 en pacientes con enfermedad del tejido
conectivo con U1-RNP 70 kd en comparacion con los pacientes con LES y anti-
U1-RNP 70 kd y el grupo control. En la serie de pacientes con EMTC que se
estudia en esta Tesis Doctoral, se pudo analizar el sistema HLA en 31
pacientes, sin que fuéramos capaces de encontrar diferencias significativas en
la frecuencia del HLA-DR4 ni en otros HLA estudiados al compararlos con un
grupo control de donantes sanos, aunque si se detectdé una mayor frecuencia
del HLA-DR4 (35,4%). Tampoco encontramos asociaciones entre determinadas
manifestaciones clinicas como la presencia de patron restrictivo pulmonar y
HLA-DR3 o artralgias y HLA-DR4, habitualmente recogidas en la bibliografia
médica

Hassan et al®

en un reciente estudio llevado a cabo en la poblacién
sueca comparo 24 pacientes con EMTC con un grupo de 229 controles sanos,
encontrando que el haplotipo MICA4/HLA-DRB1*04/TNF1 es mas frecuente en
pacientes con EMTC que en el grupo control. El haplotipo, recordemos que es
la constitucion genética de un cromosoma individual, pudiéndose referir a un
sélo “locus” o a un genoma completo; en este caso el MICA (MHC I, Chain-
related gene A), corresponde al sistema de histocompatibilidad tipo I, el HLA-
DRB1*04 al de tipo I, y el TNF1 al gen relacionado del factor de necrosis

tumoral. Nosotros determinamos parcialmente este haplotipo (HLA-1y II) en 30

pacientes de nuestro grupo con EMTC.
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Inicialmente, estudiamos la combinacion del MICA 4 y MICA 5.1, en
relacion con la presencia o no del HLA-DRB1*04. Asi, se determind el haplotipo
MICA4/DRB1*04, MICA5.1/DRB1*04, MICA4/no DRB1*04, MICA5.1/no
DRB1*04, no hallandose una representacion significativamente mayor de los
MiSMOos en nuestros pacientes con respecto al grupo control. Sin embargo el
haplotipo MICA4/DRB1*04, fue positivo en 2 de 30 pacientes y en ninguno de
los controles. Por lo tanto necesitariamos, quizas, una muestra mayor para
valorar esta relacion.

Asi mismo, en el estudio comentado previamente®® no tan sélo
estudiaron el haplotipo completo, sino que estudiaron diversos genotipos del
MICA. Observaron que el genotipo MICA 5.1-5.1 era mas frecuente en
pacientes con EMTC que en el grupo control, y presentar el alelo MICA 5.1-5.1
se consideraba un factor de riesgo para padecer la enfermedad, asi como el
MICA 9 un factor protector ya que estaba mas presente en los pacientes sanos
que en los enfermos de forma significativa. En nuestro estudio no pudimos
observar dicha relacion, ni para el MICA 5.1-5.1 (5 pacientes; 16,7%) ni para el
MICA 9. El alelo MICA 5.1 estaba presente en el 73,3% de nuestra serie (22
pacientes) con respecto al 63,3% del grupo control (19 pacientes) datos que no
hacian significativa dicha asociacién (p>0,05).

Estos resultados podrian justificarse por el pequefio numero de la
muestra estudiada, o bien por el pequefio niumero del grupo control. Sin
embargo tratdndose de un rasgo genético no podemos descartar que las
diferencias respecto al estudio de Hassan et al se deban a los distintos rasgos
étnicos presentes en ambos grupos estudiados (mediterraneos frente

nérdicos).
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e.- CRITERIOS DIAGNOSTICOS. CONCORDANCIA ENTRE LOS

CRITERIOS DE CLASIFICACION

Desde que Sharp en 1972° consideré la existencia de la enfermedad
mixta del tejido conectivo, siempre ha habido polémica en cuanto a su
existencia como tal siendo considerada por algunos autores un paso previo a
otra enfermedad bien definida. Una de las causas que ha contribuido a dichos
comentarios es la presencia de varios criterios de clasificacion para el
diagnéstico de la EMTC, siendo esto indicativo de la dificultad de definir de
forma precisa la enfermedad, y por tanto de la necesidad de criterios mas
restrictivos™’ .

Smolen* insisti6 en que la existencia de tres grupos de criterios
diagnésticos era debido a la dificultad de unificar conceptos entre los grandes
grupos de estudio. La mayor parte de las enfermedades reumaticas sistémicas
presentan un criterio diagnostico unico de clasificacién, que permite identificar a
un paciente como afecto de dicho proceso, como por ejemplo, en el lupus, la
esclerodermia, la artritis reumatoide. En el caso de la enfermedad mixta del
tejido conectivo, nos encontramos con 4 diferentes criterios de clasificacion,
que son los criterios de Alarcdn-Segovia, los criterios de Sharp, los criterios de
Kasuwaka y los criterios de Kahn que no hemos incluido en el estudio por no
estar validados, y que son muy similares a los criterios de Alarcdn-Segovia, con
la excepcidn de no considerar la esclerodactilia o acroesclerosis en los criterios
clinicos e indicarse una concentracion mayor de titulo de autoanticuerpos anti-
RNP en los criterios serolégicos, por lo que en la mayor parte de los estudios

se habla Unicamente de los tres primeros criterios de clasificacion.
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Todos los grupos de criterios, coinciden en la obligatoriedad de la
presencia de anticuerpos anti-U1-RNP para el diagnostico de la enfermedad.
Cabe destacar que en el caso de los criterios de Sharp se habla de “posible”
EMTC cuando cumple una serie de manifestaciones caracteristicas de la
enfermedad sin la presencia del anti-U1-RNP.

Al analizar los criterios de Sharp, observamos que las manifestaciones
clinicas son comunes a otras conectivopatias tales como el lupus, la
esclerodermia, la polimiositis y la artritis reumatoide, por lo que hay estudios
que ponen de manifiesto la baja especificidad de dichos criterios de
clasificacion, ya que los pacientes que cumplian dichos criterios, podian cumplir
los criterios diagnésticos de otras conectivopatias concretas'®. De hecho, los
criterios de Sharp son los Unicos que excluyen del diagnéstico de EMTC a
aquellos pacientes que presentan anticuerpos anti-Sm dado que dicho
autoanticuerpo es muy especifico de pacientes con lupus, siendo por esto uno
de los grupos de criterios diagndsticos mas restrictivos. En el estudio inicial
realizado por Sharp® se estudiaron 25 pacientes con anticuerpos anti-RNP no
hallandose en ninguno de ellos anti-Sm, pero hay que tener en cuenta que el
estudio fue realizado por técnica de ELISA, por lo que consider6 que dicho
autoanticuerpo marcaba la diferencia junto la positividad del anti-RNP entre la
EMTC y otras conectivopatias (en estudios posteriores utilizando la misma
muestra, y como técnica inmunolégica la inmunoprecipitacion se hallaron
algunos casos con anticuerpos anti-Sm positivos junto anticuerpos anti-U1l-

RNP positivos).
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Los criterios de Kasuwaka, se consideran un término medio entre unos y
otros, ya que considera entre los criterios clinicos manifestaciones tipicas de la
EMTC y ademas obliga al cumplimiento de al menos una manifestacion de 2 de
los 3 grupos de manifestaciones caracteristicas de lupus, esclerodermia y poli-
dermatomiositis. Son considerados poco especificos y poco sensibles.

Los criterios diagnoéstico de Alarcon-Segovia y Kahn son los de mayor
sensibilidad (62,5%, siendo del 81,3% si consideramos las mialgias en lugar de
miositis) y especificidad (86,3%), con respecto a los criterios de clasificacion de
Sharp y los de Kasuwaka, en un estudio realizado a 45 pacientes con anti-RNP
positivos™*®.

El estudio realizado por Alarcén Segovia et al**® comparaba también los
3 criterios diagndsticos en una poblacién de 593 pacientes con conectivopatias
concretas, 200 pacientes con diagnéstico de lupus, 80 pacientes con
diagnostico de EMTC, 100 pacientes diagnosticados de artritis reumatoide, 80
pacientes con esclerodermia, 53 pacientes con dermato/polimiositis y 80
pacientes con Sjogren primario. Se les aplicé los 3 grupos de criterios, siendo
diagnosticados los pacientes con EMTC de forma similar por los 3 grupos,
detectandose por Alarcon Segovia los 80 pacientes. De igual forma se pudieron
excluir del diagnostico de EMTC al resto de pacientes con otras

conectivopatias en igual medida por los 3 grupos de criterios.
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A raiz del estudio expuesto previamente, creimos oportuno valorar la
concordancia o acuerdo que podia existir entre los tres grupos de criterios de
clasificacion, es decir, qué seguridad tenia un clinico cuando éste determinaba
que un paciente padecia de EMTC por el cumplimiento de un determinado
criterio de clasificacion, por ejemplo si cumplia los criterios de Alarcon-Segovia,
en coincidir con el diagnostico realizado por otro clinico que utilizaba para su
clasificacion los criterios de Kasuwaka o los de Sharp.

Obtuvimos que los grupos de criterios que realmente concordaban o
dicho de otra forma, los grupos de criterios que estaban de acuerdo eran los
criterios de Alarcon-Segovia y los de Kasuwaka, es decir, existia un acuerdo
especifico significativo (p=0,0035); la probabilidad que si yo diagnosticaba a un
paciente como afecto de la enfermedad aplicando los criterios de Alarcén-
Segovia también fuera positivo para la misma aplicando los criterios de
Kasuwaka era alta. Esta relacion no se daba con los criterios de Sharp.

Queremos destacar también que el estudio del acuerdo especifico
negativo entre el criterio de Alarcon-Segovia y Kasuwaka, es decir los
pacientes que no cumplian ninguno de los dos, fue 0, pudiéndose deber a la
baja n, pudiendo extrapolar que seguramente con una n mayor el acuerdo
negativo también seria pequefio.

Por tanto, a pesar de haber encontrado un acuerdo importante entre
estos dos grupos de criterios, seria mucho mas préactico, y sobretodo muy
importante para la unificacion en el diagnostico de los diferentes grupos de
profesionales, el obtener un grupo Unico de diagndstico de la enfermedad, facil
de aplicar y que en la medida de lo posible cumpliera con una alta sensibilidad

y especificidad.
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f.- VALORACION DE LA RELACION ENTRE LOS SINTOMAS

Y CUMPLIMIENTO DE CRITERIOS

Nuestro estudio compara variables relacionadas con las manifestaciones
clinicas y pruebas diagnésticas realizadas a los pacientes con EMTC, para lo
cual se cred una variable con 2 valores. El interés de este andlisis radica en
gue aquellos pacientes que cumplen 2 o0 mas grupos de criterios diagndésticos,
la variable nos indicara que tiene un mayor peso para definir la enfermedad que
en aquellos pacientes con un soélo grupo de criterios diagndésticos que los
clasifica como enfermos.

Asi, para aquellas variables que tendrian un peso clinico para nosotros,
tales como fendmeno de Raynaud, esclerodermia, debilidad muscular (éstas
con nivel de significacion estadistica p<0,05), edema de manos, alteracién de
las pruebas funcionales respiratorias (en forma de patrén restrictivo), (éstas
dltimas en el limite de significacion), destacar que las diferencias entre los
pacientes diagnosticados por 2 o mas criterios y los que sélo fueron
clasificados como enfermos por uno de los tres criterios evaluados son
estadisticamente significativas.

Llamaria la atencion la presencia como variable relacionada con la
EMTC las Ulceras orales, mas asociada a los pacientes con lupus, pudiéndose
justificar que es una manifestacion clinica que realmente no pudo objetivarse
en ningun enfermo en el momento del interrogatorio, siendo ésta Unicamente

explicada por el paciente.
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La VSG es una variable muy inespecifica ya que estaria presente en
multiples trastornos inflamatorios, pero se encuentra en el grupo cumplimiento,
es decir que los pacientes que presentan la VSG elevada en nuestro estudio, la
mayoria (82,6%) cumplian 2 0 mas criterios diagnosticos. Cabe sefalar que
aun siendo inespecifica, una velocidad muy elevada (>100 mm/h) junto a la
presencia de hipergammaglobulinemia es valorada significativamente por el
clinico en el diagndstico de la EMTC.

Manifestaciones como la poliartritis muy frecuente en los pacientes con
EMTC, ademéas de no ser significativa estadisticamente, hemos de observar
que su presencia en el 72% se relacionara con la categoria cumplimiento pero
en el 60% de los casos se relacionara con la categoria no cumplimiento, lo que
marca la poca especificidad de la misma, ya que esta presente en la mayoria
de las conectivopatias.

Se pudo observar en este estudio que manifestaciones muy importantes
relacionadas con la enfermedad como la afectacion esofagica o la HTAP, no
eran estadisticamente significativas en la asociacion cumplimiento. Pero si
profundizamos en los valores del analisis bivariante, cuando hablamos de la
variable HTAP, de los pacientes que la presentan, el 100% cumplen los 3
criterios, hecho muy demostrativo de la especificidad de la misma. Asi
clinicamente cuando valoramos a un paciente que presenta anti-U1-RNP
positivo e hipertensioén arterial pulmonar, es l6gico pensar que como primera

posibilidad diagnéstica tenga una EMTC.
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La HTAP es una manifestacion que marca el pronostico de la EMTC,
pero hay que tener en cuenta que no suele darse en el debut o fase inicial de la
enfermedad, sino que suele detectarse al cabo de unos afos de evolucion de la
enfermedad, por lo que quizas, si nuestro estudio pudiera prolongarse a lo
largo del tiempo los resultados serian diferentes, hallando una mayor
frecuencia de HTAP.

En cuanto a la variable afectacion esofagica, pasaria algo parecido a la
HTAP, dado que casi el 80% de los pacientes que la presentan, cumplen 2 o
mas criterios, a pesar de no ser significativa la asociacién con la categoria
cumplimiento.

Por tanto queremos remarcar que la estrategia para crear una variable
sobre la intensidad de la certeza con la que diagnosticamos a los pacientes de
EMTC nos ha aportado una vision diferente y novedosa del tratamiento de los
sintomas con respecto al cumplimiento de ciertos criterios diagndsticos cuando
se tienen muestras pequefias debido a las caracteristicas de prevalencia de la
propia patologia estudiada.

Pensamos que dicha técnica seria interesante aplicarla en posteriores
trabajos a un grupo mayor de pacientes y estudiar si aquellas variables que
hemos considerado de respuesta no coincidente con la préctica clinica se
corrigen al aumentar la n, asi como valorar nuevas variables que pudieran
aportar mas informacién sobre la EMTC y establecer unas nuevas vias de

muestreo que permitan andlisis confirmatorios.
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g.- PROPUESTA DE NUEVOS CRITERIOS

La EMTC a pesar de ser una conectivopatia con la que se ha
polemizado sobre su existencia casi desde su descubrimiento, es una
enfermedad que presenta unas caracteristicas clinicas, inmunologicas y
geneéticas propias.

Nuestro reto fue apoyar aquellos estudios que consideraban la EMTC
como una entidad propia, distinguible de las otras conectivopatias, descartando
la idea de considerarla como una fase evolutiva de otras enfermedades
sistémicas. La existencia de 3 grupos de criterios diferentes, sugeria que ésta
era una de las causas que dificultaba su reconocimiento.

Uno de nuestros objetivos fue proponer un grupo de criterios Unico que
permitiera definir de forma facil y eficiente a los pacientes afectados de EMTC.
Para ello se utilizaron técnicas de analisis exploratorio de datos multivariable,
donde se intentaban cotejar diversas manifestaciones tipicas y caracteristicas
de la enfermedad y ver qué peso tenian entre nuestros pacientes y las
relaciones que se establecen entre ellas para poder definir los componentes de
un unico grupo de criterios diagnosticos donde estuvieran representados la
mayoria de los pacientes.

Para el estudio del analisis multivariante, seleccionamos aquellas
variables que mejor identificaban la enfermedad. Pensamos que si recogiamos
una serie de variables presentes en nuestro grupo de pacientes e intentabamos
valorar cuantas se relacionaban con un mayor cumplimiento de criterios

diagndésticos, seguramente éstas estarian definiendo con mayor peso a la
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enfermedad. Por tanto las variables incluidas fueron las que presentaban una
asociacion estadistica con la variable cumplimiento de 2 o mas criterios.

A la hora de valorar los resultados graficos, pudimos observar como los
grupos de criterios diagndésticos estaban muy proximos, por lo que parece que
todos ellos quieren explicar lo mismo, la misma enfermedad, puntualizando en
la mayor proximidad de los criterios de Alarcon-Segovia y Kasuwaka, lo que ya
se habia demostrado previamente cuando habldbamos de la concordancia de
criterios.

Las variables que se expresan graficamente mas centrales como
fendmeno de Raynaud, edema de manos, afectacién esofégica, afectacion
cutanea, VSG alta y esclerodactilia dan a entender que representan con mayor
poder la enfermedad; mientras que las variables alteracion de enzimas
musculares, debilidad muscular, fotosensibilidad o Ulceras orales estdn mas
distantes al eje o factor 2, y por tanto representan en menor medida la
enfermedad a estudio y mas a otras conectivopatias como el lupus o las
miopatias inflamatorias.

Muy interesante resulta la posicién grafica de las tres variables del
recuadro inferior izquierdo, la HTAP, la esclerodermia y la afectacion de las
pruebas funcionales en forma de patron restrictivo grave, todas ellas muy
caracteristicas de la esclerodermia. Recordemos que en algunos estudios las
manifestaciones del tipo de la esclerodermia persisten en el tiempo mientras
que las manifestaciones lupicas tienden a desaparecer, por lo que es
importante que estas variables se expongan en dicha representacion gréfica,
principalmente la HTAP y la afectacion pulmonar en forma de patron restrictivo

grave, ya que seran las que marcaran el prondstico de la enfermedad.
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Concluimos tras el estudio detallado de nuestra muestra que los
pacientes que presentan positividad para los anticuerpos anti-U1-RNP por IP y
manifestaciones tales como fendmeno de Raynaud, edema de manos,
esclerodactilia, afectacion esofagica y afectacion pulmonar restrictiva deben ser
considerados los mas representativos de EMTC.

Asi mismo, decidimos valorar qué numero de variables era necesario
para proponer dicho criterio como capaz de realizar un buen cribado entre la
poblacion, determinando que aquel que cumpliera al menos 3 variables clinicas
seria el mas adecuado; no obstante, a la hora de implementar estudios clinicos
y ensayos terapéuticos en pacientes con EMTC, es deseable utilizar los
criterios mas restrictivos. En este supuesto, y segun nuestros resultados, la
inclusion de pacientes que cumplan el requisito inmunoldgico (anti-U1 RNP) y
las 5 variables clinicas, incluiran al 100% de los pacientes con supuesta EMTC,
aun a riesgo de perder algin caso.

Finalmente, creemos que el proponer un grupo de criterios diagndsticos
anico, abrira las puertas a posteriores estudios donde se pueda valorar su
capacidad operativa asi como la sensibilidad y especificidad para clasificar a
los pacientes con EMTC, siendo necesarios estudios con mayor numero de

pacientes para corroborar los diversos resultados hallados en la presente tesis.
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E- CONCLUSIONES

1.- Las manifestaciones clinicas recogidas en esta serie no difieren, en

términos generales, de las publicadas en la bibliografia médica.

2.- El fenbmeno de Raynaud y la afectacion articular fueron las manifestaciones
mas frecuentes al inicio y en el curso de la enfermedad. Destaca la disnea

como forma de presentacion al debut.

3.- El pulmén en forma de neumonitis intersticial (89%) o HTAP (18%) y el
esofago en forma de alteraciones de la motilidad (39%) fueron los 6rganos

internos afectados con mayor frecuencia.

4.- Se encontrd una asociacion significativa entre las variables fenébmeno de
Raynaud y positividad para anti-Ul RNP por IP, lo que permite hasta cierto

punto atribuirles un papel patogénico.

5.- Una tercera parte de los pacientes con EMTC present6 el fenémeno de la
contraccién del epitopo. Aunque mas de la mitad de los pacientes permanecian
asintomaticos, no se pudo demostrar una asociacion estadisticamente

significativa con un mejor pronaostico clinico.
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6.- Aunque la concordancia entre ambas técnicas fue estadisticamente
significativa (p=0,04), no en todos los pacientes positivos para anti-RNP por
ELISA se confirmo el resultado mediante IP. Ello podria deberse a la capacidad

de esta ultima técnica para reconocer el antigeno en forma conformacional.

7.- EI HLA-DR4 no fue mas frecuente estadisticamente (35,4%) en los
pacientes con EMTC que en el grupo control (13%). El estudio del haplotipo
MICA4/DRB1*04 y de los alelos MICA 5.1-5.1 y MICA 5.1 fue mas frecuente en

los pacientes con EMTC pero sin alcanzar significacion estadistica.

8.- La concordancia entre los diferentes criterios diagnésticos fue insuficiente.
Solo se hallé concordancia estadisticamente significativa entre los criterios de

Alarcon-Segovia y Kasuwaka.

9.- En base a los resultados de esta serie, se proponen unos nuevos criterios
diagnésticos: presencia de anticuerpos anti-U1l RNP por inmunoprecipitacion y
5 criterios clinicos: fendbmeno de Raynaud, esclerodactilia, edema de manos,

afectacion esofagica y neumonitis intersticial.

10.- Consideramos que los resultados clinico-inmunolégicos y genéticos

obtenidos en este estudio apoyan el concepto de que la EMTC es una

enfermedad con entidad propia.
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