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RESUMEN

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

La Esclerosis Sistémica (ES) o Esclerodermia es la Enfermedad Autoinmune Sistémica
(EAS) con peor prondstico, cuyas complicaciones causan una elevada morbilidad y
mortalidad. La miopatia inflamatoria es una complicacién de la ES con mal pronéstico.
Sin embargo, la miopatia inflamatoria en la ES o también llamada Escleromiositis (EM)
no esta bien definida, siendo el abordaje diagndstico y terapéutico similar al de las
Miopatias Inflamatorias Idiopaticas (MIl). Si bien en los escasos estudios
histopatoldgicos se han observado algunas caracteristicas diferenciales en pacientes con
EM, actualmente no estd definido ni aceptado un perfil concreto de afeccién muscular
inflamatoria en pacientes con EM, asi como tampoco se han descrito las diferencias

histoldgicas con pacientes con ES sin EM, o se han comparado con controles sanos.

El objetivo de esta tesis es analizar en profundidad las caracteristicas clinicas e

histolégicas de los pacientes con ES con y sin EM.

PACIENTES Y METODOS:

Se realizé un estudio ambispectivo realizado (entre enero 2000 y diciembre 2023) en una
cohorte de 340 pacientes con ES en seguimiento activo de un centro nacional de
referencia. Todos los pacientes cumplian criterios ACR/EULAR 2013 para la ES. Durante
el seguimiento se considerd la sospecha de miopatia inflamatoria a los pacientes que
presentaban debilidad muscular objetivada mediante la escala Manual de Fuerza
Muscular y al menos una de las siguientes caracteristicas: elevaciéon de los enzimas
musculares (niveles Creatincinasa (CK) > 2 veces el valor normal (26-140 U/L)); patrén
miopatico (potenciales de unidades motora de corta duracion, baja amplitud vy
polifasicos, con reclutamiento rdpido) por EMG; o evidencia de edema muscular en el
protocolo de secuencias de recuperacion por inversién de tiempo corto (STIR) de la
Resonancia Magnética de cuerpo entero. Las biopsias fueron indicadas como parte del
manejo médico habitual, posteriormente se realizaron tinciones y mediciones

especificas para valorar la serie inflamatoria, vascular y fibrética de cada paciente.
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Se obtuvieron las variables epidemiolégicas y clinicas de los pacientes. Respecto a las
biopsias musculares se recogieron la morfologia de la fibra muscular, los hallazgos
inmunohistoquimicos, la medicion de capilares, el porcentaje de intersticio y el estudio
de microscopia electrénica en cada biopsia. Las biopsias musculares fueron clasificadas
en 3 grupos. En los dos primeros grupos se incluyeron pacientes con ES segun los
hallazgos obtenidos en la biopsia muscular. Se categorizaron en el grupo inflamatorio
(ES-IF) si cumplian criterios histopatoldgicos de miopatia inflamatoria seguin los
consensos Centro Europeo de Enfermedades Neuromusculares. El resto de pacientes
con ES que no cumplian estos criterios, se incluyeron en el grupo de hallazgos no
especificos (ES-NSF). El tercer grupo fueron aquellos pacientes sin EAS con sospecha
inicial de miopatia no especifica, que finalmente presentaron biopsias musculares

normales.

RESULTADOS:

Se indico una biopsia muscular a veintisiete pacientes con sospecha EM en una cohorte
de pacientes con ES. 19 pacientes fueron clasificados en el grupo inflamatorio (ES-IF) y 8
en el grupo de hallazgos inespecificos (ES-NSF). El grupo ES-IF presentd una mayor
elevacién de CK (1098,79 U/L DE £1507,49 vs 298,62 U/L DE +376,85; p 0,0464). Con
relacion a la serie inflamatoria, se expresé el MHC-I en el 95% (p <0,001), HLA-DR en el
44% (p 0,03), macréfagos en el 79% (p 0,002), NCAM en el 63% (p 0,0025) y p62 en el
41% (p 0,05). En relacion con la vasculopatia, se observé que las fibras mas pequefias y
con mayor porcentaje de intersticio se asociaban a neoangiogénesis (p <0,0001 y p
0,0175), y con pérdida de densidad capilar (p 0,0237 y p 0,0001). Con relacién a la
fibrosis, presentd mas tejido intersticial (12,74% DE +1,39 vs 8,82% DE +0,86; p <0,0001).
Dentro del grupo ES-IF, presentaron necrosis el 26% de los pacientes, observandose un
aumento significativo de la mortalidad (60% vs 7,14% p 0,0374).

El 75% de los pacientes del grupo ES-NSF habia recibido tratamiento inmunosupresor en
algin momento de su enfermedad (p 0,033). Este grupo se compard con un grupo de
biopsias muscular normales para valorar normalidad, observando en el grupo ES-NSF
que las fibras eran mas pequefas (36,91um DE 12,57 vs 42,2um DE 10,85 p 0,0001), con
mayor porcentaje de intersticio (8,82% DE 0,86 vs 3,95% DR 0,92 p <0,0001) y menor
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proporcion de capilares por fibra con respecto al grupo (5,43 DE 4,02 vs 13,52 DE 8,97 p
0,0199).

CONCLUSIONES

Los resultados reportados objetivan que la biopsia muscular es util para el diagndstico y
categorizacion de la EM. La EM podria presentar un patrén histopatoldgico propio frente
a las IIM, lo cual facilitaria una mejor caracterizacién de esta entidad. La presencia de
fibrosis y vasculopatia podrian ser un hallazgo caracteristico de los pacientes con
esclerodermia sin hallazgos inflamatorios histoldgicos en la biopsia muscular sugestivos

de escleromiositis.
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ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES

Systemic Sclerosis (SSc) or scleroderma is the Systemic Autoimmune Disease (SAD) with
the worst prognosis, whose complications lead to high morbidity and mortality.
Inflammatory myopathy is a complication of SSc with poor prognosis. Also known as
Scleromyositis (SM), inflammatory myopathy in scleroderma is not well defined, and its
diagnostic and therapeutic approach is similar to that of Idiopathic Inflammatory
Myopathies (IIM). A limited number of histopathological studies have observed some
differential features in patients with SM. However, no specific profile of inflammatory
muscle involvement has been defined or accepted in SM patients. Furthermore,
histological differences between scleroderma patients with SM, without SM and healthy
controls have not been described to date.

The aim of this thesis is to analyze in depth the clinical and histological characteristics of

SSc patients with and without SM.

METHODS:

An ambispective study was conducted (from January 2000 to December 2023) on a
cohort of 340 SSc patients under active follow-up at a national tertiary referral center.
All patients met the 2013 ACR/EULAR criteria for SSc. During follow-up, inflammatory
myopathy was suspected in patients presenting with muscle weakness identified
through the Manual Muscle Testing scale and at least one of the following
characteristics: elevated muscle enzymes (Creatine Kinase (CK) levels > 2 times the
normal value (26-140 U/L)); myopathic pattern (short-duration, low-amplitude, and
polyphasic motor unit potentials with rapid recruitment) on electromyography; or
evidence of muscle edema on Short Tau Inversion Recovery (STIR) sequences in whole-
body MRI. Muscle biopsies were performed as part of routine daily practice, followed by
specific staining and measurements to assess the inflammatory, vascular, and fibrotic

series in each patient.
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Epidemiological and clinical variables of the patients were collected. Regarding muscle
biopsies, fiber morphology, immunohistochemical findings, capillary measurements,
interstitial percentage, and electron microscopy studies were analyzed. Muscle biopsies
were classified into three groups. The first two groups consisted of SSc patients,
categorized as inflammatory (SSc-IF) if histopathological criteria for inflammatory
myopathies (as per European Neuromuscular Centre consensus) were met. Patients not
meeting these criteria were classified as nonspecific findings (SSc-NSF). In the third
group were included patients without SAD, but with an initial suspicion of nonspecific

myopathy, which ultimately had normal muscle biopsies.

RESULTS:

Muscle biopsy was performed in a group of patients with suspected SM from a cohort of
SSc patients. Nineteen patients were classified in the inflammatory group (SSc-IF), and
eight in the nonspecific findings group (SSc-NSF). The SSc-IF group showed higher CK
levels (1098.79 U/L SD +1507.49 vs. 298.62 U/L SD +376.85; p = 0.0464).

Regarding the inflammatory series, MHC-| was expressed in 95% (p < 0.001), HLA-DR in
44% (p = 0.03), macrophages in 79% (p = 0.002), NCAM in 63% (p = 0.0025), and p62 in
41% (p = 0.05). In terms of vasculopathy, the smaller fibers with higher percentages of
interstitium were associated with neoangiogenesis (p < 0.0001 and p = 0.0175) and
capillary density loss (p = 0.0237 and p < 0.0001). As for fibrosis, more interstitial tissue
was observed (12.74% SD +1.39 vs. 8.82% SD +0.86; p < 0.0001). Within the SSc-IF group,
necrosis was observed in 26%, with increased mortality (60% vs. 7.14%, p = 0.0374).
Seventy-five percent of the SSc-NSF group had received immunosuppressive treatment
throughout the course of the disease (p = 0.033). This group was compared with a group
of normal muscle biopsies to assess normality. The SSc-NSF group showed smaller fibers
(36.91 um SD +£12.57 vs. 42.2 um SD +10.85; p < 0.0001), a higher interstitial percentage
(8.82% SD +0.86 vs. 3.95% SD +0.92; p < 0.0001), and a lower capillary-to-fiber ratio
compared to the control group (5.43 SD £4.02 vs. 13.52 SD +#8.97; p = 0.0199).
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CONCLUSIONS

The reported findings suggest that muscle biopsy is a useful tool for the diagnosis and
categorization of scleromyositis, which presents a distinct histopathological pattern
compared to [IM. The presence of fibrosis and vasculopathy could be characteristic
findings of scleroderma patients without inflammatory histologic findings in the muscle

biopsy associated to scleromyositis.
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1. INTRODUCCION

31



32



1. INTRODUCCION

1.1 ESCLEROSIS SISTEMICA

La Esclerosis Sistémica (ES) o esclerodermia es una enfermedad autoinmune sistémica
(EAS) caracterizada por afectar la microcirculacién, asi como condicionar fenémenos de
inflamacién y fibrosis. (1). Se considera a la ES una de las EAS con mayor morbimortalidad

y el pronéstico estd supeditado a sus complicaciones (2, 3).

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

La ES presenta una distribucién global, donde la incidencia estimada esta entre un 1,4-
8,64 casos por cada 100.000 personas/afio (1,78-23,57), realizandose 0,67 millones de
nuevos diagndsticos anualmente (0.14-1.84). La prevalencia es de 18,87 por 100.000
personas (1,55-25,28), con una poblacién afectada aproximada a nivel mundial de 1.47
millones (0,12-1,97)(4, 5). Sin embargo, esta distribucién varia segun la region, ya que es
mayor en el sur de Europa, Estados Unidos y Australia (6), como es el caso de Espaiia,
donde la incidencia esde 2,3 casos por 100.000 personas/afio y la prevalencia de 27,7

por 100.000 personas (7).

Es mas frecuente en mujeres adultas, con una tasa de incidencia global de 21.01 por
cada 100.000 mujeres/afio (4.33-57.24), con una prevalencia estimada de 45.41 por
100.000 mujeres (3.79-61.87)(4), siendo ésta incluso superior en Espafia con 47,36 por
cada 100.00 mujeres/aio. (4-8:1). No obstante, la afectacidn es mas severa en hombres
con una mortalidad subsecuente superior. El pico de incidencia se presenta entre los 30
y 50 aios, aunque la enfermedad puede debutar a cualquier edad. La ES es mas
frecuente en la raza negra, con un inicio en edad mas temprana, presentando un subtipo
cutaneo difuso hasta de 2.5 veces mayor que en la raza blanca, con mayor tasa de

mortalidad, principalmente por afeccidon pulmonar (8).
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1.1.2 ETIOPATOGENIA

La etiologia actualmente es desconocida (9). La teoria mas aceptada, es la que se ha
descrito en otras EAS, que consiste en que en individuos genéticamente predispuestos,
ante una exposicion ambiental, generen una desregulacion en los mecanismos
compensatorios de forma persistente, donde finalmente se establecera la enfermedad

(10).

Entre los principales genes descritos en la etiopatogenia de la ES, tenemos a los genes
relacionados con el sistema inmune (HLA-DQB1, HLA-DPB1, HLA-DRB1, PTPN22, STAT4,
IRF5) a los relacionados con la produccién de fibroblastos (COL1A1, COL1A2, TGFB1,
CTGF) y finalmente a aquellos implicados en el desarrollo de vasculopatia (END1, VEGFA,
NOTCH3)(11, 12). Entre los factores ambientales se han descrito derivados del silicio
(polvo del silicio, silicona), compuestos inorganicos (hidrocarburos aromaticos vy
alifaticos), drogas y farmacos (bleomicina, carbidopa, triptéfano, pentazocina, cocaina,
anorexigenos, dieltilpropio, flenfluramina) y aceite de colza, entre otros (13-15) .

También se ha postulado la posible influencia de agentes infecciosos, sin esclarecer bien
su relacién con la enfermedad. Entre los mds estudiados se encuentran el Helicobacter

pylori, el citomegalovirus y el parvovirus B19 (16-19).
La patogenia de la ES se ha fundamentado en 3 grandes pilares, una disfuncién en la
microvasculatura, un proceso inflamatorio descontrolado y la produccion excesiva de

fibrosis, lo que genera una amplia gama de érganos afectados (9, 20).

Disfuncion Microvascular

Se cree que el dafio inicial es una alteracion en la célula endotelial, donde las paredes
de los pequefios vasos (arteriolas, capilares y vénulas) presentan una alteracion en la
homeostasis, generando un aumento de la permeabilidad(21). Al perder esta propiedad
de proteccion de los vasos, la célula endotelial es vulnerable a la exposicidn de citoquinas
inflamatorias y estimuladores de coldgeno, reduciéndose el flujo sanguineo al dafiarse
la microvasculatura(22). La disminucion del flujo sanguineo en los tejidos produce una

alteracioén en la oxigenacion y el suministro de nutrientes tanto a nivel cutaneo como en
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el resto de los drganos(23). En consecuencia, se origina un desequilibrio en las sustancias
tanto vasoconstrictoras como vasodilatadoras, las cuales, sin una regulacion adecuada,
originan episodios de vasoconstriccion y vasodilataciéon patolégica en Ia
microcirculacién(24). Este fendmeno permite observar en practica clinica el fendmeno
de Raynaud(25). A medida que avanza la enfermedad los vasos sanguineos presentan
dafios estructurales, intentando compensar mediante una formacién andémala de
nuevos vasos sanguineos, llamada angiogénesis, produciendo una mala perfusién
sanguinea debido a un calibre disminuido por una hiperplasia de la capa intima(26).
Clinicamente pueden observarse Ulceras digitales y otras complicaciones vasculares de
la ES (9, 27). Entre las teorias que se han postulado como originarias de este dafio
endotelial, tenemos al estrés oxidativo, la sobreexpresion de factores de crecimiento, y

la persistencia de un microambiente inflamatorio que se retroalimenta (27, 28).

Figura 1. Vasculopatia en la esclerodermia
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Truchetet ME, Brembilla NC, Chizzolini C. Current Concepts on the Pathogenesis of Systemic Sclerosis. Clin Rev Allergy Immunol.
2023 Jun;64(3):262-283. doi: 10.1007/s12016-021-08889-8. Epub 2021 Sep 6. PMID: 34487318; PMCID: PMC10167130. Permission
obtained from Clinical Reviews in Allergy & Immunology.
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Componente Inflamatorio

El sistema inmune innato y adaptativo son determinantes en la patogénesis de la
Esclerodermia (27). En la inmunidad innata, el reconocimiento de patdégenos es la
primera respuesta, tanto los macréfagos como las células dendriticas son las primeras
lineas en dar respuesta al estimulo inicial(29). Posteriormente se liberan citoquinas
inflamatorias, entre las que se encuentran el factor de necrosis tumoral, la interleucina
1y la interleucina 6(30). La activacién del complemento contribuye al aumento de la
permeabilidad capilar y facilita la infiltracidon de células inflamatorias en los tejidos (31,
32). En relacién con la inmunidad adaptativa, la activacion de linfocitos T (CD4+ subtipo
Th2) conduce a la liberacién de citocinas proinflamatorias y fibrogénicas como la
interleucina 4, la interleucina 5 y la interleucina 13 (33). A su vez, tras la activacién de los
linfocitos B, se realiza la diferenciacién de las células plasmaticas, generando la

produccién de autoanticuerpos (34).

Figura 2. Componente inflamatorio en la esclerodermia
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2023 Jun;64(3):262-283. doi: 10.1007/s12016-021-08889-8. Epub 2021 Sep 6. PMID: 34487318; PMCID: PMC10167130. Permission
obtained from Clinical Reviews in Allergy & Immunology.
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Componente Fibrético

La activacion de fibroblastos y la transformacion celular se generan a partir de moléculas
proinflamatorias como los factores de crecimiento(35). Dichos fibroblastos pueden
presentar una mutacién en genes que alteran su estructura estimulando de forma
anormal a la matriz extracelular(36). En ella se genera un aumento desmedido de
produccién de colageno ocasionando engrosamiento y rigidez tisular(37). A su vez, se
producen otros productos como la elastina, fibronectina y proteoglicanos, los cuales
contribuyen a la alteraciéon de la pared tisular(38). Las citoquinas proinflamatorias
generan una retroalimentacion con los principales estimuladores de los fibroblastos, que
son los transforming growth factor-beta, hepatocyte growth factor y la interleucina-13

(39).

Figura 3. Componente fibrético en la esclerodermia

V)
itheli \ Fibrocytes
l:jp/tf:gj:z{m \/\,,, P < R = Fibroblasts
(ol D - > S
[©)0O) - \\/\\//, *Q}’
Endothelium '0/,'6
sy 4 MSC
Endofhe/' 7
\/‘9/’1‘47‘ / =
Pericytes Myofibroblasts P i\
—_— ( 0
-
Adipocytes

ACTIVATION
ECM sifiness->Integrin->FAK->ROK->MRTF->YAP/TAZ->aSMA

TGFB->SMAD->aSMA

Biomechanical signalling
ECM stifness

SURVIVAL
. . . . ECM stiffness->miR-21/miR-29a->BCL2
Biochemical signalling

TGFB->FAK->YAP/TAZ->BCL-X
TGFB

TGFB->ROCK->MRTF->BCL2

Truchetet ME, Brembilla NC, Chizzolini C. Current Concepts on the Pathogenesis of Systemic Sclerosis. Clin Rev Allergy Immunol.
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En resumen, la Esclerodermia es una EAS con un modelo poligénico que tras la
exposicidn a un agente ambiental ocasiona dafio orgdnico mediante la alteracion de la
microvasculatura y la activacion y produccion de fibrosis, los cuales se relacionan y

retroalimentan entre si (27).
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1.1.3 CRITERIOS CLASIFICATORIOS

Debido a que la ES no tiene una prueba de referencia para realizar el diagnéstico, el
clinico es el que determina el diagndstico de la enfermedad. Los criterios clasificatorios
se utilizan con el fin de incluir pacientes con esta patologia en proyectos de investigacion

clinica (6).

Los primeros criterios preliminares clasificatorios publicados fueron en 1980 por la ACR
(40), sin embargo se objetivé una baja especificidad y una escasa inclusién de pacientes
en las fases mas precoces de la enfermedad. En 1988 LeRoy y Medsger describieron unos
criterios clasificatorios donde diferenciaron principalmente a los enfermos segun su
grado de afeccion cutanea, la ES cutanea limitada (EScl) y la ES cutanea difusa (EScd)
(41). Aunque hoy en dia no se utiliza esta clasificacion, se siguen utilizando estos
términos como parte de la clasificacidon cutanea. Posteriormente, se han descrito otras
clasificaciones con el fin de poder diferenciar mejor a los pacientes, teniendo en cuenta
formas precoces o presentaciones SINE (esclerodermia sin esclerosis cutanea) (42, 43)),
sin obtener los resultados esperados. ACR y EULAR publicaron en 2013 unos nuevos
criterios clasificatorios (Anexo 10.1) en los cuales mediante una puntuacién se puede
clasificar a los pacientes sin necesidad de presentar afeccién cutanea, empleando
criterios clinicos y de pruebas complementarias (44). Durante los afios posteriores se
han validado en diferentes cohortes, presentando una sensibilidad y especificidad

elevadas (>90%) frente al resto de criterios clasificatorios (45-48).

1.1.4 AUTOINMUNIDAD

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son los marcadores mas importes y mas
caracteristicos de las EAS, presentes en mas del 95% en pacientes con Esclerodermia
(49). La técnica de eleccion para la determinacion de los ANA es la inmunofluorescencia
indirecta mediante células HEp-2 (50). De acuerdo con el consenso internacional ANA
PATTERN (51, 52), segun el resultado obtenido, se realizaran estudios mas especificos
para detectar mas autoanticuerpos que son clasificados segln sus caracteristicas. En
practica clinica habitualmente se utilizan tiras comerciales que agrupan varios
anticuerpos (53). A pesar de que el rol de los autoanticuerpos en la patogenia de la ES

no esta bien definido, su importancia es fundamental tanto para el diagnéstico, como
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para el pronostico de la enfermedad (54-56). Aunque se han descrito mas de 7
anticuerpos especificos (Anexo 10.2), solo 3 forman parte de los criterios clasificatorios

ACR/EULAR 2013, dado que son los mas frecuentes en la ES (44).

1.1.4.1 Autoanticuerpo anti-centrémero (ACA)

Es el anticuerpo mas frecuente en la ES, dirigido contra las proteinas del cinetocoro o
centrémero que forma parte del proceso de divisidén celular durante la mitosis. Presenta
3 subunidades antigénicas (A, B y C) siendo la diana principal la subunidad B de 80kDa
(57, 58). Se ha detectado en un 50-90% de pacientes con EScl, sin embargo, puede estar
presente en otras EAS como el Sindrome de Sjogren (59). Las complicaciones mas
frecuentemente relacionadas con ACA en la enfermedad son fendmenos vasculares

como la hipertension arterial pulmonar (60).

1.1.4.2 Autoanticuerpo anti-topoisomerasa | / Scl-70 (ATA-1)

Es un autoanticuerpo dirigido contra la enzima topoisomerasa |, que desempefa un
papel importante en el desenrollamiento del 4cido desoxirribonucleico (ADN) durante la
replicacidn y transcripcion celular, aunque podria tener también un efecto en el acido
ribonucleico (ARN) subsecuente (61). Presenta una alta especificidad para la EScd y su
presencia en otras EAS es rara. La determinacién de ATA-Il se asocia a un peor prondstico,
a un mayor de desarrollar afeccion pulmonar intersticial, afeccién renal o compromiso

cardiaco (62).

1.1.4.3 Autoanticuerpo anti-ARN polimerasa Il (anti-RNApol)

El ARN polimerasa lll es un enzima esencial en el proceso de transcripcién del ADN al
ARN, especificamente en la producciéon de moléculas de ARN no codificantes. Forma
parte de varios procesos celulares, cuya alteracidén puede generar un mal procesamiento
del ARN mensajero y ARN transferencia, lo que puede ocasionar a su vez el desarrollo de
EAS y neoplasia (63). Se encuentra presente en un 10-25% de las EScd y sus asociaciones

mas relevantes son con la crisis renal esclerodérmica y las neoplasias (64, 65).
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1.1.4.4 Autoanticuerpo Th/To

Se dirige contra componentes del complejo ribonucleoproteico mitocondrial que
interviene en la maduracidn del ARN ribosomal. Se detecta en un 5-10% de las EScl, las
cuales presentan un mayor riesgo de desarrollar enfermedad pulmonar intersticial e

hipertension arterial pulmonar (66, 67).

Los anticuerpos anti-Pm/Scl, anti-Ku, anti-UIRNP y anti-USRNP se comentardn

posteriormente en el apartado 1.2.2.

1.1.5 CAPILAROSCOPIA PERIUNGUEAL

La capilaroscopia periungueal (CP) es una técnica no invasiva que permite el estudio de
la microcirculacion mediante la visualizacién del lecho periungueal, siendo fundamental
para el estudio del fendmeno de Raynaud y la Esclerodermia (68, 69). Se han descrito
alteraciones morfoldgicas con elevada especificidad en la ES (70). No obstante, algunas
de estas alteraciones también se pueden visualizar en otras enfermedades, sobre todo
dentro del espectro de otras EAS (71-73). Maricq y colaboradores propusieron la primera
subclasificacion en dos patrones esclerodermiformes: el patrén activo, caracterizado por
la extensa pérdida de densidad capilar, presencia de dreas avasculares y desorganizacion
global del lecho periungueal, pudiendo encontrar ademas fendmenos de angiogénesis
(figura 4). El patrén lento fue caracterizado por la presencia de megacapilares y capilares
dilatados sin clara pérdida de densidad capilar. El patréon activo se relaciond con una
evolucidn rapida y agresiva de la enfermedad, mientras que el patrén lento se relacioné
con una evolucién mas benigna (74-77). Posteriormente, Cutolo y colaboradores
propusieron otra clasificacion de tres patrones. El patréon precoz o inicial (figura 5) se
caracteriza por la presencia de dilataciones capilares y algunos capilares gigantes sin
pérdida de densidad capilar. El patrén activo muestra capilares gigantes y
microhemorragias con leve pérdida de densidad capilar (figura 6), pudiéndose observar
algin fendmeno de angiogénesis. El patrén tardio suele objetivar una marcada pérdida
de densidad capilar, con destruccion del lecho periungueal y escasas de presencia de
capilares gigantes o hemorragias (figura 7)(78). Algunos autores defienden una relaciéon
temporal entre los tres patrones y la evolucion de la ES, asi como de las complicaciones

derivadas de la enfermedad (79-83).
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Figura 4. Imagenes de Neoangiogénesis

Fondo de imagenes del doctorando, publicadas con el consentimiento del paciente.
Figura 5. Patrén Inicial de Cutolo

Fondo de imégenes del doctorando, publicadas con el consentimiento del paciente.
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Figura 6. Patron Activo de Cutolo

Fondo de imagenes del doctorando, publicadas con el consentimiento del paciente.

Figura 7. Patron Tardio de Cutolo

Fondo de imagenes del doctorando, publicadas con el consentimiento del paciente.
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1.1.6 MANIFESTACIONES CLINICAS
A continuacidn, pasan a detallarse las manifestaciones clinicas relevantes dentro de la
esclerosis sistémica, excepto la afeccion muscular inflamatoria, que se detallara en el

apartado 1.2.

1.1.6.1 El Fendmeno de Raynaud (FR)

En 1862 fue descrito por primera vez por el profesor Maurice Raynaud(84). Se caracteriza
por fendmenos vasoespdasticos en zonas acras (dedos de manos vy pies, |6bulos de las
orejas, punta de la lengua e incluso en pezones) tras exposicion al frio, siendo mas
frecuente en invierno(85). También se ha descrito su aparicion en pacientes que padecen
estrés (figura 8)(86). Se clasifica en FR primario (Sindrome de Raynaud) o secundario a
alguna enfermedad, en la mayor parte de los casos una EAS (87).

El FR suele ser el primer sintoma mds precoz en la Esclerodermia, precediendo en meses
o afios a la afeccidn organica segun el subtipo clinico, por lo que esta presente en los
criterios clasificatorios ACR/EULAR 2013 (44). Su implicacion tanto en el diagndstico
como en fases preclinicas hace que su presencia, junto a otros factores, se considere un

factor de riesgo para la evolucién de la ES(88).

Figura 8. Fendmeno de Raynaud

Fondo de imagenes del doctorando, publicadas con el consentimiento del paciente.
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1.1.6.2 Ulceras digitales

Las ulceras digitales son una complicacién generalmente asociada a la presencia de
fendmeno de Raynaud grave y se definen como lesiones que estan localizadas
fundamentalmente en el pulpejo de los dedos en su cara palmar o distales a
articulaciones interfalangicas proximales(89). Son de origen isquémico, se caracterizan
por la pérdida de la continuidad epitelial y en ocasiones estan cubiertas por una costra
o tejido necrdtico (90). Pueden ser muy dolorosas y complicarse con infecciones,
asociadas o no a osteomielitis y auto amputaciones(91). Las Ulceras digitales estan
consideradas una complicacién vascular grave que afecta aproximadamente a la mitad
de los pacientes, debutando en 3 de cada 4 casos a los 5 afos de evolucion del

diagndstico de la esclerodermia (92).

1.1.6.3 Cutdnea

La fibrosis cutdnea es la marca emblematica de la ES(43). Segun el area que abarque se
clasifica en ES cutdnea limitada (EScl) o ES cutanea difusa (EScd)(41, 93). El diagndstico
es clinico, se evidencia la induracidon cutdanea mediante la palpacion, objetivando una
dificultad en el momento de pellizcar la piel, debido a la perdida de elasticidad por un

engrosamiento tisular (94, 95).

Para valorar el grado de endurecimiento y la extensién que abarca, se utiliza la escala
modificada de Rodnan (mRss)(anexo 10.3), que es semicuantitativa y observador
dependiente (96). En la actualidad, para su aplicacién en ensayos clinicos se ha

propuesto una certificacion avalada por el grupo EUSTAR (97).

También se han descrito lesiones de hiperpigmentacion, generalmente en la EScd(98).
Estas lesiones pueden ser generalizadas o parcheadas, siendo estas ultimas descritas en
“sal y pimienta” (figura 9), debido a la contraposicidn de piel hiperpigmentada con piel
sana(93). Otros hallazgos consisten en la pérdida de anejos, glandulas sebaceas y

ecrinas, que se traducen en areas de alopecia, xerosis cutanea e hipohidrosis (99, 100).
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Figura 9. Lesiones cutdneas en sal y pimienta de la ES

Fondo de imagenes del doctorando, publicadas con el consentimiento del paciente.

De forma retrospectiva, se ha observado que la historia natural de la induracién cutanea
presenta un pico maximo de extension y engrosamiento en torno a los 3 primeros afios
desde el inicio de la enfermedad. Posteriormente, se mantiene una etapa de meseta que
finalizara en un descenso lentamente progresivo (101). No obstante, en la actualidad se
estan realizando estudios focalizados en la afeccién cutdnea tardia. Estos incluyen en su
mayoria pacientes con anticuerpos de EScd (ATA) que presentaron formas iniciales de

EScl que posteriormente desarrollaron un cuadro difuso (102).

Uno de los compromisos precoces de la piel es la presencia de dedos
hinchados/edematosos, mejor conocidos por su descripcidn en inglés “puffy fingers”.
Esta manifestacion puede preceder al inicio del Fendmeno de Raynaud o surgir de
manera concomitante, y su relevancia reside en que podria ser un indicador temprano

de ES (103).

Las telangiectasias son otra forma de manifestacion cutdnea, son consideradas una
dilatacién postcapilar de los vasos superficiales de la piel que no se debe a inflamacién
o a formacién de neovasos(104). Las telangiectasias se consideran un item dentro de los
criterios clasificatorios de la enfermedad EULAR/ACR 2013(44). Su localizacién mas

habitual es en manos, cara, en mucosa yugal, labios y escote (105).

45



Otro tipo de afeccidn de la piel es la calcinosis, definida como el depdsito insoluble de
sales de calcio en la piel(106). Se puede presentar en la ES hasta en un 40% de los
casos(107). Para llegar al diagndstico, es necesaria una prueba de imagen, tanto para
localizar la lesién como para conocer su extension(108). Las principales complicaciones
de la calcinosis incluyen ulceras, infecciones recurrentes y anquilosis de las

articulaciones(109). Todas ellas se han relacionado con una peor morbilidad (106, 110).

1.1.6.4 Afeccién Gastrointestinal
El compromiso Gastrointestinal (Gl) es comun en pacientes con ES, afectando hasta el

90% de los pacientes, siendo una causa de morbimortalidad elevada (111).

La afeccidn esofagica es la manifestacion Gl mas frecuente, presente hasta en un 90% de
los casos (112-114), habiéndose descrito de manera mas frecuente en la EScl (115). Los
mecanismos fisiopatologicos propuestos son: el dafio vascular con hipoperfusiéon e
isquemia (116), un dafio neuroldgico a partir de los cambios microvasculares del vasa
vasorum y un compromiso nervioso por infiltrado inflamatorio y/o fibrético (117). Estos
cambios producen una disfuncién de la motilidad esofagica, fundamentalmente de su
parte mas distal (118). Adicionalmente, se ha descrito un componente neuroldgico
autoinmune en las manifestaciones gastrointestinales (119, 120). Se ha postulado la
implicacion de los anticuerpos antimuscarinicos del receptor 3 acetilcolina (37-39), los
cuales inhibirian la contractibilidad de la musculatura lisa (121-124). Describiéndose una
disminucion en la amplitud de la contractibilidad y una baja presién en reposo del
esfinter esofagico inferior (125, 126). Estas alteraciones ocasionan sintomas, como
disfagia, tos, pirosis, regurgitacién o dispepsia , siendo los dos sintomas mas

frecuentemente reportados la disfagia y el reflujo gastroesofagico (127).
Aproximadamente el 50% de los pacientes con ES presentan compromiso de la cavidad

gdstrica (128, 129). Las manifestaciones mas frecuentes son el retraso en el vaciamiento

gastrico y la ectasia vascular antral gastrica (130-132).
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Las alteraciones del intestino delgado en la ES son frecuentes, siendo el duodeno la
porcion mas afectada (40-88%), observando una dismotilidad, probablemente
ocasionada por cambios neuropdticos y miopaticos, mediante isquemia vascular, dano
nervioso, atrofia del musculo liso y finalmente fibrosis (133). Todo ello contribuye al
sobrecrecimiento bacteriano intestinal favoreciendo la colonizacién bacteriana
ascendente, produciendo nauseas, vémitos, diarrea, distension abdominal, hinchazén y
signos relacionados con malabsorcién (pérdida de peso, esteatorrea, déficits vitaminicos
(134-136). La pseudoobstruccién intestinal créonica se caracteriza por un deterioro de la
propulsién gastrointestinal con sintomas y signos de obstruccidn intestinal aguda o
cronica en ausencia de oclusiéon mecanica (137). La neumatosis cistoide intestinal son
quistes multiples con contenido aéreo en la pared intestinal atribuido a presiones
intraluminales elevadas por sobrecrecimiento bacteriano, lo cual puede evolucionar a

un neumoperitoneo en caso de rotura (138).

La afeccién coldnica (20-50%) suele ser asintomatica (139). Los sintomas coldnicos
serian producidos por la inflamacién en la pared intestinal, la cual ocasionaria atrofia
muscular, fibrosis y dismotilidad. Dichas alteraciones generarian un retraso en el tiempo
de transito intestinal, lo cual favoreceria el sobrecimiento de bacterias, que a su vez

desencadenaria una diarrea malabsortiva (140).

La presencia de sintomas anorrectales se da en un 50-70% de los pacientes,
principalmente se ve afectado el esfinter anal interno a nivel estructural y neurégeno,

ocasionando incontinencia fecal, estrefiimiento y el prolapso rectal (141).

1.1.6.5 Afeccion Osteoarticular

La artralgia o dolor articular inespecifico es uno de los sintomas mas frecuentes en la ES,
mientras que la sinovitis se presenta en el 16% de los casos, predominantemente en
forma poliarticular (60%)(142). Puede presentarse como un sindrome de solapamiento
con la artritis reumatoide en un 2% de los pacientes (143). Es resefiable que en casos
evolucionados y, sobre todo en formas con afeccién cutdnea difusa, los pacientes
presenten compromiso tendinoso (144). Se ha descrito en la literatura un patrén

inflamatorio en forma de tenosinovitis(145). Sin embargo, los signos mas observados
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han sido las contracturas tendinosas (figura 10) y los roces tendinosos, presentes en el
31% y 11% de los casos, respectivamente(144). De igual forma, ambas manifestaciones
estan asociadas ademads de a la forma cutdnea difusa, a la raza negra y a la presencia de
ATA-1(146). En consecuencia, ambas forman parte de los factores de mal prondstico de

la enfermedad (147).

Figura 10. Esclerodactilia con retracciones tendinosas

Fondo de imagenes del doctorando, publicadas con el consentimiento del paciente.

1.1.6.6 Afeccion Renal

La crisis renal esclerodérmica (CRE) se situa alrededor del 10-15%, es una manifestacién
vascular de la ES que provoca insuficiencia renal aguda rdpidamente progresiva la cual,
en la mayoria de los casos, cursa con hipertensidén arterial maligna; adicionalmente,
puede acompaifiarse de microangiopatia trombdtica con anemia hemolitica
microangiopdtica(148). Presenta una elevada tasa de morbimortalidad sin embargo, se
ha reducido considerablemente durante los Ultimos afios gracias a un manejo precoz
(149). Se ha descrito un mayor riesgo en la EScd, el inicio reciente de la ES, las
contracturas articulares, los roces tendinosos, anti-RNA-pol y/o ATA, la administracién
de glucocorticoides (> 15 mg/dia) y la exposicidon previa a inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA)(150). Por lo que se recomienda realizar un control
periddico de las cifras de presion arterial, a su vez ante la sospecha de CRE es necesario

el ingreso hospitalario y el inicio farmacoldégico con IECA (151).

48



1.1.6.7 Afeccion Pulmonar Intersticial

La enfermedad pulmonar intersticial (EPI) es la primera causa de morbimortalidad en la
ES (2, 3). La prueba de eleccidn para su diagndstico es la tomografia computarizada
toracica de alta resolucién (TCAR) (Figura 11)(152). En aquellos pacientes que
manifiestan algln sintoma respiratorio se llega a detectar EPI en un 40%, sin embargo,
si se realiza en forma de cribado, se puede detectar entre un 75-90%, por lo que se
recomienda solicitarlo al diagnéstico de la enfermedad (153). Los factores de riesgo para
relacionados con el desarrollo de EPI en pacientes con ES son el sexo masculino, la EScd,
los anticuerpos ATA, la raza afroamericana, la raza asiatica y la afeccion esofagica (154,
155). En el momento del diagndstico se recomienda realizar un estadiaje mediante
pruebas de funcion respiratoria y la prueba de la marcha de 6 minutos. De acuerdo con
el resultado obtenido, se deben de repetir de forma periddica en funcién del tipo y/o
grado de afecciéon pulmonar, segun las ultimas recomendaciones propuestas por las
guias americanas reumatoldgicas y neumoldgicas ACR/CHEST 2023 (156). La forma
progresiva se asocia con una mayor mortalidad, definida como un empeoramiento

progresivo tanto clinico como en las pruebas de funcién respiratoria (157, 158).

Figura 11. Paciente con un patron de Neumonia Intersticial No Especifica asociada a Esclerosis Sistémica.

Descripcion: zonas de vidrio deslustrado extensas, consolidaciones de tipo peribroncovascular, bronquiectasias y bronquiolectasias
de traccion.
Fondo de imagenes del doctorando, publicadas con el consentimiento del paciente.
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1.1.6.8 Hipertensién Arterial Pulmonar

La hipertensién arterial pulmonar (HAP) es una manifestaciéon grave de la ES y se
considera una de las causas de muerte mas frecuentes en estos pacientes(2, 3). Su
prevalencia se situa entre el 5% y el 12% de los pacientes con ES(159). Es
significativamente relevante que los pacientes con ES pueden presentar hipertension
pulmonar por diversas causas, siendo la mds caracteristica la HAP (grupo 1)(160). Sin
embargo, la hipertension pulmonar también puede derivarse de enfermedad cardiaca
izquierda (grupo 2), de EPI (grupo 3), de enfermedad tromboembdlica crénica (grupo 4)
o incluso de una crisis renal esclerodérmica con insuficiencia renal (grupo 5)(161).

El tratamiento se establece una vez se ha confirmado el diagndstico mediante el estudio
hemodindmico pulmonar (cateterismo de corazén derecho)(162). El tratamiento se basa
en la presencia o ausencia de comorbilidades y se adapta a la gravedad de la enfermedad

segun la escala de riesgo de la ESC/ERS (163).

1.1.6.9 Afeccion Cardiaca

La afeccidn cardiaca se asocia a un mal prondstico y a un aumento de la mortalidad,
puede ser primaria (del miocardio o pericardio) o secundaria a otras complicaciones de
la esclerodermia, como hipertension arterial pulmonar, enfermedad pulmonar
intersticial o hipertension arterial grave en contexto de una crisis renal esclerodérmica
(164). La afeccidon miocardica generalmente es poco sintomatica o silente, descrita en un
15-35% de los pacientes, no obstante en estudios de necropsias puede alcanzar hasta un
80% de los casos (165). Los factores de riesgo de presentar una afeccién cardiaca grave
son la EScd rapidamente progresiva y la edad avanzada en el momento del diagndstico
de la ES (166). La fibrosis miocdardica parcheada es la lesion histoldgica tipica en la ES
(167). Los mismos mecanismos serian responsables de la afeccidon del sistema de
conduccién y del pericardio (168). A nivel de la conduccién cardiaca, el
electrocardiograma basal es patolégico en el 32% de los pacientes, siendo el
hemiblogueo anterior de la rama izquierda (16%) y bloqueo auriculo-ventricular de

primer grado (8%) las mas frecuentes (169).

50



1.1.7 MANEJO DE LA ESCLEROSIS SISTEMICA

El principal objetivo en el tratamiento de los pacientes con ES es prolongar su
supervivencia. Con este fin, es primordial prevenir de forma precoz las complicaciones
de esta entidad en su fase inicial. Desde la publicacién del estudio VEDQOSS (Very Early
Diagnosis of Systemic Sclerosis) se han establecido herramientas para detectar
precozmente esta entidad, con la finalidad de facilitar el diagndstico y la clasificacion de
mas pacientes en fases precoces o asintomaticas de la enfermedad (170, 171). En Ila
actualidad, se recomienda realizar a todo paciente con Fendmeno de Raynaud una
exploracion fisica adecuada, un estudio inmunoldgico con ANA y una capilaroscopia
(172). En los casos de reciente diagndstico se recomienda el cribaje de las
complicaciones mediante pruebas complementarias: analitica de sangre completa,
pruebas de funcidn respiratoria/pulmonar, ecocardiograma transtoracico,
electrocardiograma y TCAR (173). En caso de que la sospecha sea de afeccion de un
drgano concreto se realizaran procedimientos dirigidos, como el cateterismo cardiaco o
la manometria esofagica (174). En relacidn a los tratamientos de la ES, nos centraremos

en las ultimas recomendaciones EULAR de 2023 (Anexo 10.3) (175).

1.2 MIOPATIA INFLAMATORIA ASOCIADA A LA ESCLERODERMIA

La miopatia inflamatoria o miositis estda descrita dentro de los sintomas
musculoesqueléticos de la ES, con una prevalencia significativamente variable (5-95%)
(176-198), debido a una falta de homogeneidad en la terminologia. En un metaanalisis
publicado en 2013 se publicé una prevalencia del 13% (IC del 95% 10-17)(199), sin
embargo, este resultado podria estar infraestimado debido a la falta de consenso en
cuanto a su definicion (200). Su presencia se ha asociado a un mal prondstico de la

enfermedad (181, 198, 201).

1.2.1 PRESENTACION CLINICA
La miopatia inflamatoria en ES o escleromiositis (EM) se ha asociado al subtipo cutaneo

difuso (190, 194), al compromiso gastrointestinal y a la presencia de sinovitis, roces
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tendinosos, crisis renal esclerodérmica, compromiso cardiaco y enfermedad pulmonar

intersticial difusa (178, 181, 192, 202, 203).

Clinicamente, los pacientes manifiestan mialgias en aproximadamente un 90% de los
casos (180, 204), mientras que entre un 30 a 60% expresan debilidad proximal (182, 190,
194) tanto en extremidades superiores como en inferiores. De igual forma, pueden
observarse afectaciones axiales en forma del Sindrome de Cabeza Caida (205), cuya
deteccidn en practica clinica habitual puede suponer un gran reto para el especialista

(177, 184).

1.2.2 AUTOINMUNIDAD

Los anticuerpos principalmente descritos en la miopatia asociada a ES son los anti-
Pm/Scl, anti-U1RNP, anti-U3RNP y anti-Ku (191, 206-214). A su vez, en otras series se han
mencionado adicionalmente los anticuerpos RuvBL1/2 y anti-SMN (215-219). Sin
embargo, se ha descrito la ausencia de anticuerpos hasta en un 50% de los casos (180,

220).

1.2.2.1 Anti-Pm/Scl

Es un anticuerpo dirigido contra el ARN intracelular. Se compone de un complejo
exosoma multiproteico involucrado en el procesamiento y degradacion de ARN. La
deteccién de estos anticuerpos se realiza utilizando una o las dos subunidades que se
han descrito como mas inmunogénicas: PM/Scl-75 y PM/Scl-100 (221). Dentro de la ES
se presenta hasta en un 13% de los pacientes con ES (222), mientras que su presencia en
la EM se ha descrito hasta en un tercio de los pacientes, con evidencia de alteraciones

inflamatorias y fibroticas en las biopsias musculares (212, 223, 224).

1.2.2.2 Anti-U1RNP

Es un AC dirigido contra el complejo de ribonucleoproteinas nucleares pequeiias (small
nuclear RNP, por sus siglas en inglés), especificamente la subunidad U1, relacionada con
el ARN mensajero. Es el anticuerpo asociado a la enfermedad mixta del tejido conectivo.

Sin embargo, se puede asociar a otras enfermedades como la ES, en la que esta presente
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en un 5-12% de los casos (225). Esta presente en el 10-46% de los pacientes con EM,
asociandose en estos casos a un debut en edades mas tempranas, a la forma de ES
limitada y a la EPI (192, 215). En los hallazgos obtenidos en las biopsias musculares, se
ha observado la presencia de necrosis, la cual se ha relacionado con una buena respuesta

al tratamiento (211).

1.2.2.3 Anti-Ku

Es un AC dirigido contra el complejo Ku, una ribonucleoproteina implicada
principalmente en la reparacion y transcripcion del ADN. Se presenta en la ES en el 1-
16% de los casos, mientras que en la EM se ha detectado en un 38-55% de los pacientes
(207). Su presencia se asocia con afeccién pulmonar (EPI e HAP), cardiaca, Gl y artritis.
Se han observado fendmenos de necrosis en las biopsias musculares. Su presencia

sugiere una buena respuesta al tratamiento (226, 227).

1.2.2.4 Anti-U3RNP o fibrilarina

Es un AC dirigido contra ARN/fibrilarina (también conocido como anti-fibrilarina), que es
una proteina que forma parte de las ribonucleoproteinas nucleolares, involucradas en la
maduraciéon y modificacion del ARN ribosémico. Presente en la ES en el 1-14% de los
casos, y en un 6% de los pacientes con EM. Este AC se detecta principalmente en
pacientes de raza afroamericana, de menor edad, con un debut temprano de la
enfermedad, que presentan un subtipo difuso, ulceras digitales , calcinosis, afeccién Gl
y cardiaca (228). En las biopsias musculares, se ha descrito principalmente fibrosis y

escasa respuesta al tratamiento (215).

Entre los AC menos conocidos tenemos los Anti-RuvB1 y anti-RuvB2(AC dirigidos contra
las proteinas RuvB-like 1 y RuvB-like 2), proteinas involucradas en la replicacién del ADN,
la reparacion del ADN vy la regulacion de la transcripcidn. Presentes en el 60% de los
pacientes con EM, asocidndose en este caso con un debut en edades avanzadas, el sexo
masculino y EScd (216, 218). Finalmente, los Ac-SMN (survival of motor neuron) son AC
dirigidos contra la proteina SMN, encargada del ensamblaje de los “esplicesomas”,
responsables de la maduracion del ARN mensajero. Se ha descrito su presencia en la EM,

asociado a la EScl, artritis y calcinosis (219, 229).
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1.2.3 PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

Debido al curso oscilante de la presentacién clinica, los hallazgos objetivados en las
exploraciones complementarias son sustanciales para alcanzar el diagndstico. Entre ellos
disponemos de la elevacién de enzimas musculares, un patrén miopatico en el
electromiograma y la presencia de edema muscular en la resonancia magnética de
cuerpo entero (176, 185, 196, 197, 201, 230). Las exploraciones mencionadas
previamente son empleadas principalmente en el manejo de las miopatias inflamatorias
idiopaticas (IIM)(231), siendo la biopsia muscular la prueba de confirmacién ante un caso

de diagndstico dudoso (232).

1.2.3.1 Enzimas musculares

La elevacion de los niveles de creatincinasa (CK) es uno de criterios ACR/EULAR 2017
para la clasificacién de las MII(233). En los pacientes con ES puede estar presente en un
6% a 47% de los casos (184, 190), si bien en casos de miopatia asociada a ES se ha
descrito hasta en un 100% de los pacientes estudiados (181). Su presencia se ha asociado
tanto a un mal prondstico (234, 235), como a una muy buena respuesta a los
tratamientos en comparacion con aquellos pacientes que presentaban niveles mas bajos
de CK (179). La elevacién de CK puede estar presente en casos de miocarditis, por lo que
ante una sospecha clinica se deberia solicitar una determinacién de troponinas séricas
(236, 237). Los niveles de aldolasa sérica también forman parte de los criterios
ACR/EULAR 2017 para las IIM (233). Se observan niveles elevados de aldolasa en
pacientes con miopatia asociada a ES en un 34% a 100% de los pacientes(200). Se han
descrito casos en los que se detectan niveles mas elevados de aldolasa que de CK (195,
238). Pese a estos resultados, los niveles de aldolasa sérica no han demostrado ser
superiores a las CK como biomarcador (239). No debe despreciarse el hecho de que estos
biomarcadores musculares elevados, en ausencia de sintomatologia asociada, pueden
estar influidos por diferentes factores como el sexo, la edad, la raza y la actividad fisica
de los pacientes. En consecuencia, se deberia revalorar aquellos casos de pacientes

asintomaticos que presenten unos marcadores musculares elevados (240).
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1.2.3.2 Electromiograma

El electromiograma es una herramienta que se utiliza para el diagndstico de las Mll (241).
Sin embargo, no estd presente en los criterios clasificatorios ACR/EULAR 2027 (233). El
patron que se observa en las MIl es un patréon miopatico (figura 12), que traduce una
alteracion muscular primaria, donde se observan (242-246):

- Potenciales de unidad motora miopaticos: de corta duracion, baja amplitud y con
aumento en el numero de fases. Dichas caracteristicas indican un dafio en las fibras
musculares que compromete la generacion de fuerza y altera la actividad eléctrica
durante la contraccion voluntaria.

- Actividad espontanea anormal: ondas agudas positivas, fibrilaciones y descargas
repetitivas complejas. Tales hallazgos sugieren una inflamaciéon o lesién activa del
musculo.

- Alteraciones en el reclutamiento: reclutamiento temprano con un nimero aumentado
de motoras activadas. Estos resultados reflejan que las unidades motoras restantes
intentan compensar la pérdida funcional de las fibras musculares dafiadas.

En los pacientes con Escleromiositis se ha observado un EMG alterado en un 40% a 100%
de los casos, observandose una distribucién patoldgica en la musculatura proximal (176,
178, 183-186, 188, 192, 201, 220, 247-249). En algunas series se ha descrito un patrén

neurdgeno, sin poder relacionarlo con la miopatia (179, 180, 224, 248).

Figura 12. EMG con patron miopatico de un paciente con miopatia inflamatoria asociada a Esclerodermia

Sensory NCS

Nervio / Lugares | Rec. Site | Onset Lat| Peak Lat| PP Amp| Segmentos |Distance | Velocity

ms ms pv mm m/s

D Superficial peroneal - Ankle

Lat leg [ Ankle| 1,88]  252]  13,0]Latleg - Ankle] 100] 53

EMG Summary |
| Table

Spontaneous MUAP Recruitment

Musculo Nervio Raices | IA Fib [PSW | Fasc [CRD [ Amp Dur. PPP | Pattern
D. Vastus lateralis | Femoral L2-L4 | Normal | 1+ 1+ None [ None [ Normal | Normal |1+ |N

D. Biceps brachii | Musculocutaneous | C5-C6 | Normal | None | None | None | None | Reduced | Reduced | 2+ [ Precoz

Fondo de imagenes del doctorando, publicadas con el consentimiento del paciente.
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1.2.3.3 Resonancia magnética de cuerpo entero

La resonancia magnética de cuerpo entero es una prueba no invasiva que permite
evaluar los diferentes estadios de la miositis desde el edema muscular, el edema
perifascial, la fascitis y hasta la atrofia muscular (250). Los hallazgos que se han descrito
para la interpretacidon de miositis son: la presencia de edema en la secuencia STIR (siglas
en inglés de Recuperacién de Tau corta con supresién de grasa)(figura 13) y la
inflamacién activa que se evidencia mediante la captacion de contraste en las dareas
edematosas en la secuencia T1 post-gadolinio (251). Sin embargo, estas alteraciones en
la resonancia magnética de cuerpo entero no son especificas de las Mll e incluso pueden
sobreestimar su diagndstico (246). Debido a todo ello, no esta presente en los criterios
clasificatorios ACR/EULAR 2017 (233). Su principal utilidad se ha descrito en el momento
de localizar el grupo muscular a biopsiar (252). En relacién con la Escleromiositis, se han
observado hallazgos patoldgicos en un 38 a 100% de los pacientes, (179, 180, 187, 195-
198, 223, 224), por lo que la resonancia magnética de cuerpo entero seria una
herramienta sensible para detectar edema muscular incluso en pacientes con escasa
sintomatologia, asi como otra exploracién complementaria mediante la cual valorar la

afeccién muscular (197).

Figura 13. Resonancia magnética de cuerpo entero de un paciente con miopatia inflamatoria asociada a la

esclerodermia en la que se muestra la presencia en STIR de edema en los grupos musculares proximales.

Descripcion: en la secuencia STIR destaca una alteracion de sefial muscular compatible con edema, de distribucidn difusa y bilateral,
afectando la cintura escapular, muasculos del biceps de ambos brazos, cintura pélvica y en los compartimientos posterior e interno
de los muslos.

Fondo de imagenes del doctorando, publicadas con el consentimiento del paciente.

56



1.2.3.4 Biopsia muscular

La biopsia muscular sigue siendo la herramienta diagndstica mas fiable cuando se
presenta una sospecha de miositis (246). A pesar de que no es indispensable en los
criterios clasificatorios ACR/EULAR 2017, la informacién que muestra ayuda tanto en el

diagndstico como en la diferenciacion de los subtipos de Mll (233).

En los talleres internacionales del Centro Europeo de Enfermedades Neuromusculares,
los expertos a lo largo de los afios han establecido consensos para poder clasificar las
MII mediante patrones histopatoldgicos. Dentro de las Mll se encuentran la Polimiositis,
la Dermatomiositis, la Miopatia Necrotizante Inmunomediada, la Miopatia por Cuerpos
de Inclusiéon y la Miositis no especifica (253, 254). Cabe destacar que la Escleromiositis
no estd incluida en dicha clasificacidon, ya que no existen criterios histopatoldgicos

establecidos para dicha entidad.

En diversos estudios publicados recientemente se han realizado biopsias musculares a
pacientes con sospecha de Escleromiositis, evidenciando hallazgos que podrian
correlacionarse con los pilares de la patogenia de la ES. Hallazgos vasculares: en las
primeras biopsias musculares ya se describian dafios a nivel de la vascularizacién,
observandose una disminucién en el nimero de capilares e incluso observandose una
destruccidén de los mismos (255). A su vez, se han observado: una expresién capilar
anormal del VEGF o PDGR-b mediante tinciones de inmunohistoquimica y una
duplicacién de la membrana basal con activacidn e incremento en el nimero de pericitos
(176, 177, 256). Un estudio reciente de microscopia electréonica ha descrito la anatomia
de los capilares, observandose un engrosamiento de la membrana basal (duplicacion
hasta de 4 capas) en el 65% de los casos de Escleromiositis, frente a un 0% en los casos
de MII (249). Hallazgos inflamatorios: Se han descrito la expresién en el complejo de
histocompatibilidad tipo 1, la presencia de necrosis e infiltrados inflamatorios (227).
Segun los hallazgos evidenciados, los pacientes con escleromiositis podrian cumplir
patrones de MIl segin el ENMC (European Neuromuscular Centre), como serian la
miopatia necrotizante inmunomediada, la polimiositis y la miopatia no especifica. Sin
embargo, no presentan anticuerpos especificos de MIl ni de desarrollan sus

manifestaciones clinicas caracteristicas. Hallazgos fibrdticos: en diversos estudios se ha
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detallado el patrén fibrético. Este hace referencia a la presencia de fibrosis sin hallazgos
inflamatorios. Destacan tres trabajos, dos de ellos hacen mencién a la mala evolucién de
los pacientes en los que se objetiva dicho patrdn, tanto por su mala respuesta al
tratamiento con inmunosupresores, como por presentar una mayor mortalidad derivada
de afeccién cardiaca. No obstante, a su vez, estos pacientes presentaban caracteristicas

de mal prondstico como un subtipo cutaneo difuso o anticuerpos ATA (224, 248, 257).

A pesar de haberse evidenciado lesiones con particularidades histopatoldgicas, hasta el
momento actual, los hallazgos objetivados en pacientes con Escleromiositis contindan
sin ser validados por la comunidad cientifica para con ellos poder afinar una mejor

definicidn de esta entidad.

1.2.4 TRATAMIENTO

Actualmente, las guias EULAR para el manejo de la esclerosis sistémica no incluyen
recomendaciones especificas para el manejo de la Escleromiositis(175), dada la ausencia
de evidencia robusta en cuanto al manejo de esta complicacién de la enfermedad. Sin
embargo, en la mayor parte de casos se aborda la manifestacion musculoesquelética de
la esclerodermia de una manera similar a las miopatias inflamatorias(258). En la mayoria
de los casos los pacientes responden bien a los glucocorticoides (prednisona 15-20
mg/dia). Los glucocorticoides son considerados el tratamiento de primera linea en las
enfermedades inflamatorias musculares inmunomediadas(259). Sin embargo, en el caso
de la afeccién muscular asociada a la ES su administracidn deberia realizarse en dosis lo
mas baja posible y durante el menor tiempo posible, dada la relacidn existente entre su

uso y el desarrollo de la crisis renal esclerodérmica(260).

En los pacientes que no responden a glucocorticoides se pueden anadir
inmunosupresores, siendo los mds recomendados el metotrexato, el micofenolato y la
azatioprina. En casos refractarios a éstos, se considerara el uso de inmunoglobulinas
endovenosas o rituximab(261). Recientemente, se han publicado resultados
terapéuticos positivos con el uso de inmunoglobulinas endovenosas en pacientes con

esclerosis sistémica y afeccion muscular inflamatoria(262).
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2. HIPOTESIS

2.1 JUSTIFICACION

La Esclerosis Sistémica o esclerodermia es una enfermedad autoinmune sistémica
caracterizada por afectar la microcirculacién, asi como condicionar fenédmenos de

inflamacién y fibrosis.

La esclerodermia es la enfermedad autoinmune sistémica minoritaria que presenta
mayor morbimortalidad. Se ha demostrado que tratando sus complicaciones en etapas
iniciales aumenta la supervivencia. Las complicaciones de la ES, las cuales presentan

unos criterios definidos, se pueden identificar a tiempo y tratar precozmente.

La presencia de una miopatia inflamatoria en la Esclerosis Sistémica se asocia a un mal
prondstico, debido a que produce un aumento de la morbimortalidad. Suele aparecer
en fases precoces de la enfermedad, asocidndose al subtipo cutaneo difuso, ala EPly a
la afeccidon cardiaca, gastrointestinal y articular. Los anticuerpos asociados a miopatia
son el anti-Pm/Scl, anti-U1RNP, anti-Ku, anti-U3RNP, RuvBL1/2 y anti-SMN (25-29), pero

se ha descrito la ausencia de anticuerpos hasta en la mitad de los casos.

Los pacientes manifiestan una sintomatologia inespecifica, desde mialgias hasta
impotencia funcional, que no en todos los casos se detectan en la exploracion fisica. En
consecuencia, las pruebas complementarias dan un soporte esencial para llegar al
diagndstico. Actualmente disponemos de la determinacién de las enzimas musculares
en sangre, el electromiograma, la resonancia magnética de cuerpo entero y la biopsia

muscular, que es la prueba de confirmacidn en el caso de dudas en el diagnéstico.

La definicidon de la afeccion muscular inflamatoria en la Esclerodermia, también llamada
Escleromiositis no estd bien establecida, ya que ademads del compromiso muscular
asociado a la enfermedad, los pacientes con esclerodermia pueden presentar sindromes
de superposicidon con otras Miopatias Inflamatorias Idiopaticas (Mll) y la diferenciacién

entre ambos cuadros no es sencilla.
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Debido a esta ausencia de definicidn, la Escleromiositis no esta contemplada ni en los
criterios clasificatorios ACR/EULAR para la esclerodermia, ni en los criterios para las Mil.
No obstante, si se ha descrito dentro de los Sindromes de Superposicién en las 1IM, la
presencia de hallazgos en comun con la esclerodermia. Tanto es asi que es la EAS que

mas se asocia a este subgrupo.

Han sido diversos los intentos de definir la Escleromiositis, intentando establecer
asociaciones clinicas y marcadores seroldgicos, sin éxito hasta la fecha. A pesar de ello,
mediante la biopsia muscular, diferentes autores han podido definir hallazgos
histopatoldgicos caracteristicos en pacientes con Escleromiositis, asi como clasificar
patrones histoldgicos inflamatorios o fibréticos. Todo ello ha permitido diferenciar tanto
la respuesta a los tratamientos como la supervivencia de los pacientes. Pese a dichos

avances, estos hallazgos histopatolégicos todavia no han sido validados.

Actualmente no existen criterios histoldgicos aceptados para definir la presencia de
afeccion muscular inflamatoria en pacientes con Esclerosis Sistémica, por lo que el

abordaje diagndstico y terapéutico se realiza basandose en el de las MII.

2.2 HIPOTESIS

Dada la etiopatogenia caracteristica de la enfermedad, se puede hipotetizar que los
pacientes con Escleromiositis presenten unas caracteristicas histolégicas especificas que
permitan definir mejor el patron de dafio del tejido muscular, asi como su posible

abordaje terapéutico.
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3. OBJETIVOS:

En concordancia con la hipdtesis de que los pacientes con esclerosis sistémica y afeccién
muscular inflamatoria (Escleromiositis) presentan un perfil histoldgico diferenciado, los

objetivos de nuestro estudio son:

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Describir ampliamente las caracteristicas histolégicas de la biopsia muscular realizada a
pacientes con afeccién muscular inflamatoria en una cohorte de pacientes con esclerosis

sistémica.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Describir las caracteristicas clinicas de pacientes con afeccién muscular
inflamatoria en una cohorte de pacientes con esclerosis sistémica, y determinar
si los pacientes con esclerosis sistémica y afeccion muscular inflamatoria
presentan caracteristicas diferenciales con respecto a los otros tipos de miopatia

inflamatoria idiopatica.
- Describir las caracteristicas de la biopsia muscular de los pacientes con esclerosis
sistémica con sospecha de miopatia inflamatoria y sin evidencia de ésta en el

estudio histolégico.

- Determinar las diferencias entre la histologia de la biopsia muscular de los

pacientes con esclerosis sistémica que presentan o no inflamacién muscular.

65



Determinar las caracteristicas clinicas y las pruebas complementarias que se
asocian con el patron histolégico inflamatorio en las biopsias musculares de los

pacientes con esclerosis sistémica.
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4. POBLACION Y METODOS

4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio ambispectivo realizado, desde enero 2000 hasta diciembre 2023, en una cohorte
de 340 pacientes con Esclerodermia en seguimiento activo en un hospital nacional de

referencia, el Hospital Universitari de la Santa Creu i Sant Pau.

4.2 CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

La muestra se ha obtenido de la revisidn sistematica de los datos registrados en la

historia clinica de los pacientes que cumplian los siguientes criterios de inclusion.

4.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION
Pacientes mayores de edad.

- Pacientes que cumplan criterios clasificatorios de Esclerodermia para ACR/EULAR
2013 (tabla 1) (44).

- Pacientes que no cumplieran los criterios clasificatorios ACR/EULAR 2017 para las
Ml (se adjuntan dichos criterios en el anexo 1)(233).

- Pacientes en los que se sospechd la presencia de miopatia inflamatoria,
considerando que debian cumplir los siguientes criterios:

o Debilidad muscular objetivada mediante la escala Manual de Fuerza
Muscular.

o Al menos una de las siguientes caracteristicas: (a) elevacidon de los
enzimas musculares (niveles creatincinasa > 2 veces el valor normal); (b)
patrén miopatico (potenciales de unidades motora de corta duracion,
baja amplitud y polifasicos, con reclutamiento rapido) por EMG (263-265)
; 0 (c) evidencia de edema muscular en el protocolo de secuencias de
recuperacion por inversién de tiempo corto de la resonancia magnética
de cuerpo entero (250, 266-268).

- Pacientes con una biopsia muscular realizada en nuestro centro.
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4.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
- Pacientes menores de edad.
- Pacientes que no cumplieran criterios clasificatorios ACR/EULAR 2013 para la
Esclerosis Sistémica (tabla 1)(44).
- Pacientes que cumplian criterios clasificatorios ACR/EULAR 2017 para las Ml
(anexo 1)(233).

- Pacientes con biopsia muscular sin sospecha de miopatia inflamatoria.

4.3. PROCEDENCIA DE LOS DATOS DE LOS PACIENTES

El 100% de la informacién de los pacientes procedié de los datos clinicos y pruebas
complementarias recogidas de la historia clinica de los seguimientos de consultas
externas hasta 2023 o hasta la pérdida de seguimiento, abandono de los controles o

fallecimiento de los pacientes.

4.4. MEDIOS DE RECOGIDA

Se recogieron de manera retrospectiva y prospectiva los datos de la historia clinica
electrénica de los pacientes. Todo el conjunto de datos se almacend en una base de

datos de Redcap®.

4.5. VARIABLES DEL ESTUDIO

4.5.1 VARIABLES DEMOGRAFICAS

Son las siguientes: Fecha de Nacimiento, sexo, raza, fecha de fallecimiento.
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4.5.2 VARIABLES DE LA ESCLERODERMIA

Son las siguientes:

Fecha de aparicién del fendmeno de Raynaud

Fecha de aparicién del primer sintoma no Raynaud

Fecha del diagnodstico de la Esclerosis Sistémica

Subtipo subcutaneo: difuso, limitado, SINE

Presencia de sindrome de superposicion: Sindrome de Sjogren (criterios
ACR/EULAR 2016)(269), Lupus Eritematoso Sistémico (criterios ACR/EULAR
2019)(270), Artritis Reumatoide 2010(271). Se adjuntas estos criterios en anexos.
Presencia de Ulceras digitales

Presencia de calcinosis

Presencia de telangiectasias

Presencia de afeccion digestiva: hipomotilidad esofagica por manometria
esofagica, gdstrica por gastroscopia, intestinal con prueba de imagen, anal por
manometria anal.

Presencia del aparato locomotor: edema de dedos, sinovitis, roces tendinosos,
contracturas tendinosas.

Presencia de Crisis renal esclerodérmica: definida como la aparicién de
insuficiencia renal rapidamente progresiva junto hipertensién arterial de reciente
aparicion con o sin presencia de anemia hemolitica microangiopatica.

Presencia de Hipertension arterial pulmonar: diagnosticada por cateterismo
cardiaco

Presencia de EPI: definida por la presencia de patrén intersticial en el TACAR.
Presencia de Autoanticuerpos, se recogieron: ACA; ATA, anti-RNApol, anti-Th/to,
anti-U1RNP, anti-U3RNP, anti-Pm/Scl y anti-Ku.

En los pacientes seronegativos se realizo el estudio del anticuerpo anti-SMN.
Capilaroscopia: presencia de capilares dilatados, neoangiogénesis, pérdida de
densidad.

Causa de fallecimiento relacionada a la esclerodermia.
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4.5.3 VARIABLES DE LA MIOPATIA INFLAMATORIA

Son las siguientes:

Motivo de la biopsia: elevacion de enzimas musculares, un EMG patolégico y/o
una RMN-CE patologia.

Fecha de la biopsia

Debilidad de grupos musculares, tanto proximales, como distales. Objetiva por la
escala de fuerza muscular.

Presencia del sindrome de cabeza caida: debilidad objetivada de los musculos
extensores del cuello.

Disfagia: por anamnesis o por transito esofagico

Afeccidon cutdnea: presencia de eritema en Heliotropo, papulas y signo de
Gottron.

Afeccidon cardiaca: por elevacién sérica de troponinas o por una cardio-
resonancia patoldgica.

Valores de las CK al debut de la enfermedad

Presencia de electromiograma patoldgico

Presencia de RMN-CE patoldgica

Tratamientos previos al diagndstico de la Miopatia Inflamatoria: ningun
tratamiento, glucocorticoides, farmacos inmunosupresores sintéticos,
inmunoglobulinas intravenosas, Rituximab.

Tratamientos utilizados para el tratamiento de la Miopatia Inflamatoria: ningun
tratamiento, glucocorticoides, farmacos inmunosupresores sintéticos,

inmunoglobulinas intravenosas, Rituximab.

4.5.4 VARIABLES DE EVOLUCION

Son las siguientes:

Valores de CK a los 3, 6, 12 y 24 meses del inicio de tratamiento.
Mejoria del balance muscular a los 3 meses del inicio del tratamiento, mediante
la MCR.

Retirada de glucocorticoides 3, 6, 12 y 24 meses del inicio de tratamiento.
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4.5.5 VARIABLES DE LA BIOPSIA MUSCULAR

4.5.5.1 VARIABLES MORFOLOGICAS

Son las siguientes:

Numero de fibras por campo

Didmetro de fibras por campo.

Relacion de capilares por fibra: 0, 1-3 y 24
Porcentaje del intersticio por fibra
Presencia de fibras hipertroficas
Presencia de fibras atrdficas aisladas
Presencia de atrofia perifascicular
Presencia de atrofia intrafascicular
Fibras anguladas

Variabilidad del tamafio < 10
Variabilidad del tamafio > 10

Presencia de necrosis

Presencia de division

Presencia de fagocitosis

Localizacién anormal de los mionucleos

Tincion Gomori patoldgica

4.5.5.2 VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS

Son las siguientes:

MHC-I presencia patoldgica: presencia en forma de patrén difuso, fibras o grupo
de filas aislada, refuerzo perifascicular.

HLA DR presencia patoldgica: presencia en forma de patrén difuso, fibras o grupo
de filas aislada, refuerzo perifascicular.

Complemento  C5b9  patoldgico: presencia en vasos, depdsitos
intracitoplasmaticos, depdsitos en la membrana.

NCAM (Neural cell adhesion molecule) patoldgico: presencia patoldgica: fibras
aisladas o en grupos aislados.

Macrofagos, linfocitos CD4, CD8, CD20, CD138, PDGF-A, PDGF-B presencia

patolégica en forma aislada, abundantes o muy abundantes. En localizaciones
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perivascular, perimisial, endomisial, intra-fibra muscular, infiltrando fascia,
endoneural o en granuloma.

- MxA presencia patoldgica en localizacién endomisial y perimisial.

- p62 presencia patoldgica: citoplasma, localizacidén subsarcolémica, nuclear.

- VEGF-165 presencia patoldgica en fibras aisladas o en grupo de fibras.

4.6 REALIZACION DE LAS BIOPSIAS MUSCULARES

A todos los pacientes con sospecha de miopatia inflamatoria se les realizd un estudio
histolégico muscular guiado de la zona con mayor rentabilidad diagndstica segun el
resultado de la valoracién clinica, EMG y mediante resonancia magnética. El estudio
electromiografico se realizd6 en el grupo muscular del lado dominante, y la biopsia

muscular se realizd en el lado contralateral.

4.7 PROCESAMIENTO DE LAS BIOPSIAS MUSCULARES

Las biopsias fueron indicadas como parte del manejo médico habitual, posteriormente
analizadas para este estudio. Las muestras musculares estaban congeladas de forma
rutinaria en isopentano enfriado en nitrégeno liquido y posteriormente almacenadas en

nitrégeno liquido.

4.8 ANALISIS DE LAS BIOPSIAS MUSCULARES

Para el andlisis de las biopsias, dos miembros del laboratorio de la Unidad de
Neuromuscular utilizaron un protocolo donde se contempld recoger la morfologia de la
fibra muscular, los hallazgos inmunohistoquimicos, la medicién de capilares y el

porcentaje de intersticio en cada biopsia.
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4.9 ESTRUCTURA DE LAS MUESTRAS MUSCULARES

Para la morfologia general se realizaron las tinciones de hematoxilina-eosina y tricrémico
de Gomori modificado.

Las tinciones de inmunohistoquimica que se utilizaron para valorar la serie inflamatoria
fueron: el complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1 (MCH-1) y tipo 2 (HLA-DR), CD4,
CD8, CD20, CD56, CD138, p62, complejo de ataque a la membrana del complemento
(MAC/C5b-9) y proteina humana MXA.

Para valorar los parametros vasculares se realizd la tinciéon con la isoforma anti-
angiogénica del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)-A165b. A su vez, se
realizé la medicion del nimero de capas de la membrana basal de los capilares, mediante

microscopia electrdnica.

Para valorar el proceso de fibrosis se realizaron tinciones con el receptor alfa y beta del

factor de crecimiento derivado de plaquetas.

Para la medicién de las fibras musculares, la cuantificacién del intersticio y el recuento
de capilares, se utilizé el programa Image) (version), previa realizacién de tinciones
especiales (Wheat Germ Agglutinin (WGA) para la evaluaciéon del tamano y fibrosis.
Finalmente, se realizé la tincion de Cavelolina/Ulex para el recuento de capilares. Las
fotografias fueron hechas con el software de microscopia ZEN (Zeiss, Oberkochen,

Alemania).

4.10 DEFINICION DE GRUPQOS DE ESTUDIO:

Las biopsias musculares fueron clasificadas en 3 grupos. En los dos primeros grupos se
incluyeron pacientes con ES. Segun los hallazgos obtenidos en la biopsia muscular, se
categorizaron en el grupo inflamatorio (ES-IF) si cumplian criterios histopatoldgicos de
miopatias inflamatorias segln los consensos Centro Europeo de Enfermedades

Neuromusculares(253, 272, 273). El resto de los pacientes, que no cumplian estos
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criterios, se incluyeron en el grupo de hallazgos no especificos (ES-NSF). El tercer grupo
se constituyod de pacientes sin EAS con sospecha inicial de miopatia no especifica y que

finalmente presentaron biopsias musculares normales.

4.11 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé utilizando el software RStudio version (2023.10.31) y el
programa R version 4.3.2. Todas las pruebas se llevaron a cabo con un nivel de

significancia de 0.05 y se reportaron valores de p bilaterales.

Se llevo a cabo un analisis descriptivo para todas las variables recopiladas. Para las
variables categoricas, se reportaron frecuencias y porcentajes. Para las variables
continuas, se calcularon la media y la desviacidn estandar (DE), junto con el intervalo de
confianza (IC) del 95% para la media. Para las variables categdricas con dos niveles o
menos, se utilizé la prueba exacta de Fisher. Para las variables categdricas con mas de
dos niveles, se empled la prueba Chi-cuadrado de Pearson. Para las variables continuas,
se utilizé la prueba t para muestras independientes o la prueba U de Mann-Whitney,

segun correspondiera.

Para evaluar la concordancia y validez de los datos recopilados, se utilizé el indice Kappa.
Se generaron curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para representar el tiempo hasta
la muerte desde el afio del primer sintoma no relacionado con Raynaud. Para los
modelos predictivos, se realizd un andlisis univariado calculando la razén de momios
(Odds Ratio, OR) para cada variable predictora, junto con su intervalo de confianza del

95% vy su valor p.

4.12 DECLARACION ETICA
El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

de acuerdo de la Declaracion de Helsinki (EC/20/105/5895).
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA MUESTRA

5.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES
Durante el periodo de seguimiento 27 pacientes de la cohorte de pacientes con

esclerosis sistémica y sospecha de miopatia inflamatoria fueron sometidos a una biopsia
muscular. El 96% de los pacientes eran mujeres (26/27), de raza caucasica (66,6%) y edad

media al diagndstico de la miopatia de 56 afios (DE+13,62 afios).

Del global de la muestra, las pruebas complementarias que llevaron a realizar la biopsia
muscular fueron las enzimas musculares, el EMG y la resonancia magnética de cuerpo

entero, en el 78%, 48% y 30% de los casos, respectivamente.

Tras los hallazgos histolégicos definidos previamente, del total de pacientes con
esclerosis sistémica con muestra de estudio histolédgico muscular 19 pacientes fueron
clasificados en el grupo ES-IF y ocho en el grupo ES-NSF. Se incluyeron 13 pacientes en el

grupo tres, que son pacientes con sospecha de miopatia con histologia muscular normal.

5.1.2 CARACTERISTICAS INMUNOLOGICAS

Los anticuerpos mas frecuentemente detectados fueron el anti-Centrémero, anti-RNP y
anti-Ku, en el 30%, 19% y 15% de los casos, respectivamente.

Ademds, se encontraron otros anticuerpos como el anti-Ro (19%) y anticuerpos
relacionados con la Dermatomiositis (anti-Mi2, anti-TIF-gamma y anti-NXP-2) (15%).
Ninguno de los pacientes en los que se detectaron estos anticuerpos cumplia criterios

clasificatorios de MlI.

5.1.3 CARACTERISTICAS DE LA ESCLERODERMIA
La edad media al primer sintoma no Raynaud fue de 49,7+13,22 afios y de 56,03 + 13,63

afos al momento de la biopsia. La forma cutdnea limitada estaba presente en el 59% de

los casos. Las complicaciones clinicas mas frecuentes de los pacientes con sospecha de

81



miositis fueron la presencia de afeccion digestiva, las telangiectasias y la EPI (78%, 70%

y 37% respectivamente) (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de la ES en la poblacion de estudio

Grupo SSc- Grupo SS-

IF NSF p valor
(N=19) (N=8)
Caracteristicas sociodemograficas
Mujeres, n (%) 19 (100%) 7 (87,50%) 0,2963
Caucasicos, n (%) 14 (73,68%) 4 (50,00%) 0,2773

Afos desde el primer sintoma Raynaud a la biopsia, media = 5,42 (+5,35) 9,87 (+16,22) 0,9124
(+DE)

Afios desde el primer sintoma No Raynaud a la biopsia, 5 (+4,51) 9,625 0,64552
media (+DE) (£13,71)

Caracteristicas de la ES
Subtipo cutaneo

Difuso, n (%) 6(31,58%) 2 (25,00%) 1
Limitado, n (%) 12 (63,16%) 4 (50,00%) 1
SINE, n (%) 1(5,26%) 2 (25,00%) 0,201
Sindrome de Solapamiento

Sin Sindrome de Solapamiento, n (%) 14 (73,68%) 5 (62,50%) 0,6578
Sindrome de Sjégren, n (%) 2 (10,53%) 3 (37,50%) 0,1358
Artritis Reumatoide, n (%) 3 (15,79%) 1(12,50%) 1
Historial de 6rganos afectos

Ulceras Digitales, n (%) 4 (21,05%) 0% 0,2855
Calcinosis, n (%) 4 (21,05%) 2 (25,00%) 1
Telangiectasia, n (%) 12 (63,16%) 7 (87,50%) 0,3645
Gastrointestinal, n (%) 16 (84,21%) 5 (62,50%) 0,3191
Articular, n (%) 8(42,11%) 5(62,50%) 0,4197
Crisis Renal esclerodérmica, n (%) 0% 1(12,50%) 0,2963
HAP, n (%) 4(21,05%) 0% 0,2855
EPI, n (%) 6(31,58%) 2 (25,00%) 1
Perfil Inmunolégico

Anti-Centrémero, n (%) 6(31,58%) 2 (25,00%) 1
Anti-Topoisomerasa- |, n (%) 1(5,26%) 1(12,50%) 0,5128
Anti-Th/To, n (%) 1(5,26%) 2 (25,00%) 0,201
Anti-U1RNP, n (%) 3(15,79%) 2 (25,00%) 0,6159
Anti-Ku, n (%) 2 (10,53%) 2 (25,00%) 0,5583
Anti-Pm/Scl, n (%) 2 (10,53%) 1(12,50%) 1
Anti-Mi-2, n (%) 1(5,26%) 0% 1
Anti-Tif-gamma, n (%) 1(5,26%) 0% 1
Anti-NXP-2, n (%) 1(5,26%) 0% 1
Capilaroscopia Periungueal

Patron normal, n (%) 3(15,79%) 0% 0,5323
Pérdida de densidad, n (%) 15 (78,95%) 6 (75,00%) 1
Megacapilares, n (%) 12 (63,16%) 7 (87,50%) 0,3645
Neoangiogenesis, n (%) 2 (10,53%) 2 (25,00%) 0,5583
Historial de fairmacos antes de la miopatia

Sin tratamiento 14 (73,68%) 2 (25,00%) 0,0332
Glucocorticoides 4 (21,05%) 5(62,50%) 0,0721
Inmunosupresores sintéticos 3(15,79%) 4 (50,00%) 0,1445
IVIG 1(5,26%) 1(12,50%) 0,5128
Mortalidad 4 (21,05%) 2 (25,00%) 1
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ES como causa de muerte 3(15,79%) 0% 0,6159

EPl enfermedad intersticial pulmonar, ES Esclerosis Sistémica, ES-IF esclerosis sistémica con hallazgos inflamatorios, ES-NSF esclerosis
sistémica con hallazgos inespecificos, HAP Hipertension Arterial Pulmonar, IGIV inmunoglobulinas intravenosas, SINE esclerodermia

sin esclerosis cutanea.

5.1.3.1 Grupo Esclerodermia con Hallazgos Inflamatorios
Todas eran mujeres (n 19), la edad media al primer sintoma no Raynaud de 514,51 afos

y de 62 afios (RIQ 53-69 afios) al momento de la biopsia. El 63% presentaba un subtipo
limitado, 5 pacientes presentaban un sindrome de solapamiento asociado (2 con

sindrome de Sjogren y 3 con artritis reumatoide).

Entre sus complicaciones se presentaron: afeccidon gastrointestinal, telangiectasias,
articulary EPl en un 84%, 63%, 42% vy 32%, respectivamente. El anti-centrémero, el anti-
U1RNP, anti-Ku y anti-Pm/Scl fueren presentes en el 32%, 16%, 11% y 11% de los

pacientes, respectivamente.

A nivel de los hallazgos en la capilaroscopia presentaban pérdida de densidad (79%) y

megacapilares (63%).

El 74% de los pacientes no habia recibido un tratamiento inmunosupresor. Fallecieron
tres de los cuatro pacientes a causa de la esclerodermia (dos con afeccion digestiva y una

por enfermedad pulmonar intersticial).

5.1.3.2 Grupo Esclerodermia con Hallazgos Inespecificos

El 88% eran mujeres, la mitad de ellas de raza caucdsica. Pasaron 9,6 afios (+tDE13,71)
entre el primer sintoma no Raynaud y la realizacién de la biopsia, la edad en el momento
de la biopsia fue de 56 afos (RIQ 50-63 afios). La mitad tenian un subtipo cutaneo
limitado, presentando complicaciones similares al otro grupo (telangiectasias en un 88%,
afeccién gastrointestinal en un 63% vy articular en un 25% de los casos). Se detectaron
anticuerpos anti-Th/To, anti-U1RNP y anti-Ku en un 25% de los casos en todos ellos. Se
observé pérdida de densidad y megacapilares en un 88% y 75% de los pacientes,

respectivamente.

83



Fallecieron 2 pacientes, ninguno de ellos debido a la esclerodermia (uno por sepsis y el
otro por neoplasia). El 75% de estos pacientes habian recibido previamente farmacos

inmunosupresores, antes del debut de la miopatia inflamatoria.

5.1.3.3 Comparacion Clinica entre Ambos Grupos
No se observaron diferencias en las variables demograficas, en las manifestaciones

clinicas, en los anticuerpos ni en los hallazgos en la capilaroscopia.

Al comparar los tratamientos recibidos entre ambos grupos, se observé que el 75% de
los pacientes del grupo no inflamatorio habian recibido tratamiento inmunosupresor en
algin momento de su enfermedad (p 0,033). Con el efecto de intentar determinar si los
pacientes con tratamiento inmunosupresor habian presentado un riesgo menor de
cambios inflamatorios en la biopsia muscular, se realizd6 un analisis multivariante que
mostré una Odds ratio de 0,12 (IC 95%: 0,01-0,7; p 0,028) de presentar una biopsia
muscular inflamatoria en los pacientes que estaban bajo tratamiento inmunosupresor
previo a la realizacién de la biopsia respecto a los que no realizaban dicho tratamiento.
Este dato indica una reduccion del riesgo desarrollar una miopatia inflamatoria en los
pacientes inmunodeprimidos previamente. No se observaron diferencias en las demas

variables relacionadas directamente con la esclerodermia (figura 14).
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Figura 14. Andlisis del Tratamiento Inmunosupresor Previo al Inicio de la Miopatia Inflamatoria en Pacientes con Esclerosis Sistémica.

Odds Ratios and 95% Confidence Intervals

No prior treatment [Yes vs No]  OR: 0.12 (0.01-0.7) H
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5.1.4 CARACTERISTICAS DE LA MIOPATIA INFLAMATORIA

5.1.4.1 Caracteristicas del Grupo Inflamatorio (Grupo Es-If)
Clinicamente los pacientes presentaron debilidad muscular proximal en EEIl, EESS y

sindrome de cabeza caida en el 89%, 63% y 16%. La clinica extra muscular mas frecuente

fue la disfagia en el 63%.

En este grupo, destacd por una mayor elevacion de CPK (1098,79 U/L DE +1507,49 vs
298,62 U/L DE + 376,85; p 0,0464), a su vez presentaban EMG patoldgicos (p 0,039),
mientras que solo un 54% presentaron una RMNCE patoldgica. Con respecto a la forma
de presentacion de la miopatia, no se observaron diferencias significativas en el balance
muscular, ni en otra afeccidén asociada (cutdnea, cardiaca ni digestiva). Las caracteristicas

generales de cada grupo se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas de la Miopatia inflamatoria

Grupo SSc-IF Grupo SS-NSF
p valor
(N=19) (N=8)

Caracteristicas sociodemograficas
Edad en el momento de la biopsia, mediana (RIQ) 62 (53-69) 56 (50-63) 0,6701
Caracteristicas Clinicas
Debilidad global proximal, n (%) 19 (100%) 8 (100%) 1
Debilidad global proximal en EEIl, n (%) 17 (89,47%) 7 (87,50%) 1
Debilidad global proximal en EESS, n (%) 12 (63,16%) 6 (75,00%) 0,6758
Sindrome cabeza caida, n (%) 3 (15,79%) 0% 0,5323
Debilidad distal, n (%) 2 (10,53%) 0% 1
Afeccidn cutdnea 3 (15,79%) 1(12,50%) 1
Disfagia 12 (63,16%) 3(37,50%) 0,3981
Pruebas complementarias
CK, media(%SD) 1098,79 (+1507,49) 298,62 (+376,85) 0,0464
EMG patrén miopatico, n (%) 12 (63,16%) 1(12,50%) 0,0329
RMN-CE, n (%) 6/11 (54,54%) 2/4 (50%) 1

CK creatincinasa, EEIl extremidades inferiores, EMG electromiograma, ES Esclerosis Sistémica, ES-IF esclerosis sistémica con hallazgos
inflamatorios, ES-NSF esclerosis sistémica con hallazgos inespecificos, EESS extremidades superiores, RMC-CE resonancia magnética

de cuerpo entero.

Tras el diagnostico de miopatia inflamatoria, todos los pacientes del grupo ES-IF fueron
tratados con glucocorticoides. Se emplearon farmacos modificadores de enfermedad
sintéticos, inmunoglobulinas endovenosas y rituximab en el 95%, 47% y 16% de los
pacientes, respectivamente. La respuesta al tratamiento fue favorable en la mayor parte
de la muestra, observando una mejoria progresiva tanto en el balance muscular como
en la reduccion progresiva de las CPK, desde los 3 meses (p 0,017) hasta el control a los

24 meses (p 0,021). Se detallan los resultados en la Figura 15.
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Figura 15. Tratamientos administrados en el grupo de Esclerodermia con hallazgos inflamatorios
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Durante el periodo de seguimiento fallecieron 6 pacientes del total de la muestra. No se

observaron diferencias en la mortalidad, ni en las curvas de supervivencia.

Del grupo inflamatorio fallecieron 3 a causa de la esclerodermia, mientas que del grupo

no especifico fallecieron 2 por causas no relacionadas con la esclerodermia.

5.1.4.2 Caracteristicas gel Grupo de Hallazgos Inespecificos (Grupo Es-Nsf)
Clinicamente los pacientes presentaron debilidad muscular proximal en EEIl y EESS en el

88% y el 75%, respectivamente. La clinica extra muscular mas frecuente fue la disfagia
en el 38% de los casos. Cinco pacientes presentaron una elevacién de CK (298,62 UL,
DE+1623,16), un paciente con patrén inespecifico en el EMG y un paciente con un patrén

difuso en el protocolo STIR de la resonancia magnética de cuerpo entero.
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5.1.4.3 Caracteristicas del Grupo De Biopsias Normales
Se recogieron 13 pacientes que presentaron biopsias normales. El 85% eran mujeres, de

raza caucasica (92%), la edad media al momento de la biopsia muscular era de 54 afios
(RIQ 50-56afios). Dos pacientes presentaron anticuerpos positivos (anti-Ku, anti-Pm/Scl),

sin cumplir criterios clasificatorios para Esclerodermia ni para MiIl.

Estos pacientes seguian controles en CCEE Neurologia para estudio de una miopatia.
Previamente a la biopsia muscular, un 30% presentaban alguna prueba complementaria
alterada, 4/13 con CPK elevadas (755,23 UL, DE£+2182, 26), uno de ellos con patrén
inespecifico en el EMG y uno con evidencia de STIR en forma difusa en la resonancia
magnética de cuerpo entero. Estos pacientes fueron dados de alta tras descartarse una

patologia muscular primaria.

5.2 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS GENERALES

5.2.1 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DEL GRUPO INFLAMATORIO (ES-IF)
Morfolégicamente las fibras musculares del grupo ES-IF eran significativamente mas

pequefias (35,85um DE £16 vs 36,91um DE +12,57 p 0,0003) y con mas presencia de
tejido intersticial respecto a los pacientes ES-NSF (12,74% DE +1,39 vs 8,82% DE +0,86;
p <0,0001) (tabla 3).
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Tabla 3. Descripcion General de la Morfologia de las Fibras Musculares

Morfologia descriptiva

Diametro de fibras, media (+DE)
Porcentaje de Intersticio, media (+DE)
Variacion anormal del tamafio, n (%)
Atrofia Intrafascicular, n (%)
Fagocitosis, n (%)

Divisidn, n (%)

Necrosis, n (%)

Ndcleo patoldgico, n (%)

Atrofia Neurdgenica, n(%)
Proporcion Capilar/Fibra

0 capilar, (n) media (+DE)

1-3 capilares, (n) media (+DE)

> 4 capilares, (n) mean (+DE)

Grupo ES-IF
(N=19)

40.53 (9.58)
12.74 (1.39)
10 (52.63%)
10 (52.63%)
6 (31.58%)
6 (31.58%)
5 (26.32%)
7 (36.84%)

5 (26.32%)
(15/19) 9.07 (+7.82)
(15/19) 57.04
(+22.69)
(15/19) 5.22 (+3.38)

Grupo-NSF
(N=8)

40.38 (7.93)
8.82 (0.86)
2 (25.00%)
1 (12.50%)

0%
0%
0%
0%
0%

(7/8) 8.52 (£8.98)
(7/8) 56.81 (+25.54)
(7/8) 5.43 (+4.02)

p valor

0.9666
<0.0001
0.2357
0.0899
0.1358
0.1358
0.2798
0.0681
0.2798

0.6721
0.9838
0.9085
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MHC-I
Patron difuso, n (%)
Area Perifascicular, n (%)
Grupo Fibras aisladas, n (%)
HLA-DR
Grupo Fibras aisladas, n (%)
Area Perifascicular, n (%)
C5b-9 depdsitos
Capilares, n (%)
Sarcolema, n (%)
NCAM (Leu-19/ CD-56)
Fibras aisladas, n (%)
Grupo Fibras aisladas, n (%)
CD4+
Area Endomisial, n (%)
Area Perimisial, n (%)
CD8+
CD20+
Macrdéfagos
Area Endomisial, n (%)
Area Perimisial, n (%)
Sarcolema, n (%)
p62
Citoplasma, n (%)
Subsarcolemal, n (%)
MxA
PDGFR-A
PDGFR-B
VEGF-165

Tinciones de inmunohistoquimica

18 (94.74%)
12/18 (66.66%)
9/18 (50%)
6/18 (33.33%)
8/18 (44.44%)
8/8 (100%)
3/8 (37.5%)
5/17 (29.41%)
3/5 (60%)
4/5 (80%)
12/19 (63.16%)
11/12 (91.66%)
5/12 (41.66%)
5/19 (26.32%)
5/5 (100%)
3/5 (60%)
0/19 (0.00%)
2/19 (10.53%)
15/19 (78.95%)
15/15 (100%)
13/15 (86.66%)
3/15 (20%)
7/17 (41.18%)
7/7 (100%)
3/7(42.85%)
0/17 (0.00%)
2/16 (12.50%)
0/14 (0.00%)
1/15 (6.67%)

1/8 (12.50%)

0%

0%
1(12.50%)
0/8 (0.00%)

0%

0%

1/8 (12.50%)
1 (12.50%)
0%

0/8 (0.00%)
0%

0%

0/8 (0.00%)
0%

0%

0/7 (0%)
0/8 (0%)
0/8 (0%)

1 (12.50%)
0%

0%

0%

0%

0%

0%

0/7 (0%)
0/7 (0%)
2/8 (25.00%)

<0.0001
0.0031
0.0258
0.6334
0.0308
0.0607
0.5323
0.6237
1
0.2855
0.0031
0.0082
0.2798

0.2798
0.5323
NP

0.0002
0.0025
0.0019
0.5323
0.0573
0.0573
0.527
NP
1

NP

0.2688

ES Esclerosis Sistémica, ES-IF esclerosis sistémica con hallazgos inflamatorios, ES-NSF esclerosis sistémica con hallazgos inespecificos,

HLA-DR Human leukocyte antigens — DR isotype, MxA myxovirus-resistance protein A, MHC-I Major histocompatibility complex —

class I, NCAM Neural cell adhesion molecule , NP no procesado, PDGR-A platelet-derived growth factor receptor Alpha, PDGR-B

platelet-derived growth factor receptor Beta, VEGF-165 Vascular endothelial growth factor.
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El grupo ES-IF presento la expresion del MHC-I (Figura 16A) en el 95% (p <0,001) en forma
de patrdn difuso en el 66% (p 0,003) y con refuerzo perifascicular en el 50% (p 0,025). En
el 44% de los pacientes se observé una expresion anémala de DR. En un 33% en el area
perifascicular y en fibras aisladas en todos los casos (figura 16B y 16C) (p 0,03). Los
macrofagos (figura 16D) infiltraban en el 79% de los casos (p 0,002), tanto en endomisio
(p 0,0025) como en perimisio (0,0019). A su vez, el 63% de los pacientes presentd NCAM
en fibras aisladas (figura 16E). Finalmente, en el citoplasma se observé la presencia del
P62 (figura 16F) en el 41% de los casos (p 0,05). El grupo ES-NSF presentd en dos casos
hallazgos inflamatorios, uno con la presencia de fibras aisladas del MCH-I y el otro

presentd depdsitos en el capilar del C5b-9.

92



Figura 16. Inmunohistoquimica en cortes congelados en el Grupo Inflamatorio

A) Expresion de MHC clase | mostrando un patrén difuso. B) Baja y C) alta expresion de DR en el area perifascicular en dos pacientes con SSc-
IF. D) Macréfagos dispersos (CD68+) en el endomisio. E) Grupo de fibras en degeneracion/regeneracion positivas para la tincion de N-CAM. F)
Fibras atréficas con expresion intracitoplasmatica de p62.
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Segun los criterios del ENMC, el 26% de los pacientes del grupo ES-IF fueron clasificados
como Miopatia Necrotizante Inmuno-mediada (MNIM), y el resto, a pesar de presentar
inflamacién no se pudieron clasificar en otras miopatias. De igual modo, el grupo ES-NSF

tampoco se pudo clasificar debido a sus escasos hallazgos inflamatorios.

Al asociar las caracteristicas clinicas con las histoldgicas observamos que en el subgrupo
de MNIM, el 60% presentaban el sindrome cabeza caida (p 0,0350), a nivel morfoldgico
sus fibras musculares eran mas grandes (50pum DE +9,82 vs 37,14um DE £7,10 p 0,0180),
presentando en todos los pacientes una mayor variabilidad en el tamaifo (p 0,021), con
presencia de fagocitosis (p 0,0005) y una atrofia intrafascicular (p 0,0325). A su vez,
presentd mayor porcentaje de tejido conectivo (13,59% DE + 0,71 vs 12,44 DE £1,46 p
0,0374), infiltrando en el 60% tanto al endomisio como en el endomisio (p 0,0350)
(Figuras 17A-17D). Con respecto al tratamiento, se observd una respuesta mas lenta
(disminucion de los niveles de CPK) en relacion con el otro grupo a lo largo del
seguimiento. A su vez se observé un aumento en la mortalidad comparado con los otros

subtipos (60% vs 7,14% p 0,0374) (tabla 4).

Tabla 4. Andlisis del subgrupo de Necrosis

Sub-grupo Grupo
Necrosis Sin Necrosis p valor
(N=5) (N=14)
Hallazgos clinicos
Sindrome de la cabeza caida 3 (60%) 0 0.0103
CK niveles al diagndstico, media(+DE) 1665.60 (+1674.72) 896.36 (+1454.62) 0.1264
Hallazgos Biopsia Muscular
Diametro de la fibra, media (*DE) 50.00 (+9.82) 37.14 (£7.10) 0.018
Variacién anormal del tamafio, n (%) 5 (100%) 5(35.71%) 0.0325
Atrofia Intrafascicular, n (%) 5 (100%) 5(35.71%) 0.0325
Fagocitosis, n (%) 5 (100%) 1(7.14%) 0.0005
Porcentaje del Intersticio, media (+SD) 13.59 (+0.71) 12.44 (+1.46) 0.0374
Localizacion Endomisial, n (%) 3 (60.00%) 1(7.14%) 0.0374
Localizacion Perimisial, n(%) 3 (60.00%) 0% 0.0103
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CK niveles durante el tratamiento

3 meses, media (+DE) 520.60 (+383.81) 153.79 (x104.97) 0.0035
6 meses, media (+DE) 303.40 (£170.33) 158.86 (+90.32) 0.0266
12 meses, media (+DE) 383.20 (+252.16) 139.29 (+96.40) 0.0058
24 meses, media (+DE) 400.40 (+388.92) 115.42 (£50.73) 0.0365
Mortalidad, n (%) 3 (75%) 1(7.14%) 0.0374
ES como causa de muerte, n (%) 2 (40%) 0% 0.0585

CK creatincinasa, ES Esclerosis sistémica, DE desviacion estandar

Cuando analizamos a los 3 pacientes con anticuerpos Mill, todos expresaron el MHC-I, el

primer paciente fibras aislada y refuerzo perifascicular, el segundo presenta una

localizacién difusa y el tercer caso una localizacién difusa con refuerzo perifascicular. No

obstante, ninguno de ellos presentd hallazgos tipicos de DM ni cumplian criterios para

otra M.

En relacion con los hallazgos de la capilaroscopia (Figura 17E y 17F), no se observaron

diferencias en los patrones, no obstante, en el grupo ES-IF se observo que las fibras mas

pequefias y con mayor porcentaje de intersticio se asociaban a neoangiogénesis (p

<0,0001y p 0,0175) asi como pérdida de densidad capilar (p 0,0237 y p 0,0001), mientras

que los capilares dilatados solo se asociaban a menor intersticio (p 0,0001).
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Figura 17. Andlisis cuantitativo de fibrosis y capilares.

A) Tincion del tejido conectivo utilizando lectina WGA. B) Doble inmunotincién con WGA para el tejido conectivo y lectina Ulex (rojo) para los capilares.
Q) y D) Ejemplo de cuantificacion del tamanfo de las fibras con un anticuerpo anti-cav-3 que tife el sarcolema y el software ImageJ. E) Capilaroscopia

periungueal mostrando asas capilares dilatadas, hemorragias y areas avasculares. F) Capilaroscopia periungueal mostrando un patrén de
neoangiogénesis.
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5.2.2 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DEL GRUPO INESPECIFICO (ES-NSF)
El grupo ES- NSF estaba conformado por mujeres (88%) con ES limitada, con anticuerpos

asociados a miopatia (5/8), que fueron sometidas a biopsia muscular por un balance
muscular alterado y elevacion de CPK (5/8). El resto de los pacientes presentaban
hallazgos inespecificos tanto en el EMG (1/8) como en la resonancia magnética de
cuerpo entero (2/8). El 75% de los pacientes habian recibido previamente tratamiento

inmunosupresor por afeccion articular o por enfermedad pulmonar intersticial.

En comparacion con los hallazgos de la biopsia del grupo inflamatorio, en este grupo (ES-
NSF) se observaron escasos hallazgos inflamatorios. No obstante, comparten
alteraciones vasculares y fibréticas a pesar de no observarse diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos.

5.2.3. COMPARACION DEL GRUPO ES-NSF CON EL GRUPO DE BIOPSIAS NORMALES
Posteriormente, se compard con el grupo de biopsias sin alteraciones, donde se observé

que las fibras eran mas pequefias (36,91um DE 12,57 vs 42,2um DE 10,85 p 0,0001), con
mayor porcentaje de intersticio (8,82% DE 0,86 vs 3,95% DR 0,92 p <0,0001) y menor
proporcién de capilares por fibra con respecto al grupo biopsias musculares con

histologia normal (5,43 DE 4,02 vs 13,52 DE 8,97 p 0,0199) (tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas Histoldgicas de la Biopsia Muscular comparadas entre el Grupo SSc-NSF vy las

biopsias normales

Grupo Biopsias
Grupo ES-NSP
Normales p valor
(N=8)
(N=13)
Diametro de la fibra, media (DE) 36,91(+12,57) 42,2(+10,85) 0,0001
Porcentaje de Intersticio, % (DE) 8,82 (+0,86) 3,95 (+0,92) 0,0001
> 4 capilares por fibra, (7/8) (11/13)
0,0199
(n) media (£DE) 5,43 (£4,02) 13,52 (+8,97)

DE desviacion estandar, ES-NSF esclerosis sistémica con hallazgos inespecificos.
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6. DISCUSION

El objetivo de nuestro trabajo era describir en profundidad las caracteristicas histoldgicas
y sus asociaciones clinicas de una cohorte de pacientes con esclerosis sistémica en los
cuales se realizd una biopsia muscular ante la sospecha de afeccion muscular

inflamatoria.

La caracterizacion histoldgica de la miopatia inflamatoria en la ES actualmente no se
encuentra bien establecida. Previamente, algunos autores han definido la presencia de
miopatia inflamatoria en la Esclerodermia basandose en la clinica del paciente, una
exploracion muscular compatible, asi como resultados sugestivos en las diferentes
pruebas complementarias, como son la electromiografia o las enzimas musculares (200,

230).

Otros autores incluso consideran el dolor muscular como sintoma que conduce a la
sospecha de esta complicacién. Sin embargo, este sintoma presenta una baja

sensibilidad y especificidad (179, 180, 223).

Con el objetivo de aumentar la especificidad en nuestro trabajo, decidimos realizar el
estudio histolégico muscular dirigido Unicamente a aquellos pacientes que presentaban,
ademas de una clinica compatible mediante la evaluacién del balance muscular, la
presencia de hallazgos sugestivos de miopatia inflamatoria en marcadores serolégicos
y/o electromiografia y/o resonancia nuclear. Al comparar a los pacientes con hallazgos
inflamatorios con los pacientes que no presentaron dichos hallazgos no observamos
diferencias significativas en la exploracidn fisica. No obstante, tener al menos una prueba
complementaria alterada, como fue en el caso de la elevacién de CK o alteraciones en el

EMG, nos permitid orientar mejor el diagnéstico hacia una biopsia patoldgica.

En la esclerosis sistémica se ha reportado ampliamente en la literatura que los pacientes

con sospecha de miositis presentan cifras de CK muy elevadas (176, 201, 230).
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De manera global nuestros enfermos presentaron valores de CK elevados. Los resultados
de este estudio muestran que aquellos enfermos con resultados histolégicos
inflamatorios en la biopsia presentaron de manera estadisticamente significativa unos
valores mas elevados de CK frente a los pacientes con esclerodermia y biopsias no
inflamatorias. Estos resultados irian en concordancia con los descritos previamente en
otros estudios (215, 248). Teniendo en cuenta que la sospecha de miopatia inflamatoria
existia en ambos grupos antes de realizar el estudio histoldgico, dicha elevacion de CK
podria traducir un perfil de daifio miopatico diferente. Adicionalmente, se ha descrito un
peor prondstico en los pacientes con escleromiositis que presentan niveles mas elevados

de CK, de acuerdo con lo observado en otros trabajos (181).

Existen también datos similares respecto al dafio inflamatorio muscular en la ES cuando
el EMG presentaun patron miopatico (176, 185, 201). En nuestro estudio el EMG nos

orientd al diagnéstico de escleromiositis, que concuerda con estos estudios.

Sin embargo, en nuestro estudio y a diferencia de lo observado en otros trabajos (196,
197), la resonancia magnética de cuerpo entero no fue de utilidad para diferenciar a los
pacientes con afeccidon muscular histolédgicamente de caracteristicas inflamatorias. Este
hecho probablemente se deba en nuestro caso a que Unicamente se realizé la resonancia
magnética de cuerpo entero en un tercio de los pacientes a los cuales se habia realizado

el estudio histoldgico.

Cuando analizamos las manifestaciones clinicas de los pacientes con esclerodermiay la
presencia de histologia compatible con miopatia inflamatoria no encontramos
diferencias significativas en la prevalencia debilidad muscular objetivable. Sin embargo,
detectamos una mayor prevalencia de formas cutdneas difusas, enfermedad intersticial
pulmonar y afeccidn digestiva. Estos hallazgos se han reportado en asociacién con el
compromiso muscular en otras cohortes de pacientes con EM (215, 248). Probablemente

en nuestro caso la significacidon estadistica no se obtuvo debido al bajo tamafio muestral.
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Un resultado resenable de este estudio es que los pacientes de nuestra cohorte que
habian recibido tratamiento inmunosupresor previo a la sospecha del diagndstico
presentaban menor prevalencia de miopatia inflamatoria. Tras revisar la literatura, no se
han encontrado estudios cuyos resultados sugieran que administrar tratamiento
inmunosupresor pudiera prevenir la aparicion de miopatia en la ES. Si bien se ha descrito
en una cohorte de pacientes con esclerosis sistémica con afeccidén cutanea difusa que el
uso de tratamiento inmunosupresor previo podria asociarse a una menor presencia de
complicaciones de la enfermedad a lo largo del seguimiento. En aquellos pacientes de
esa cohorte a los que se administr6 MMF se observd una menor aparicion de

enfermedad intersticial pulmonar (274).

Estos datos concuerdan con los obtenidos en este estudio, lo cual permite sugerir que el
uso de terapias inmunosupresoras podria modificar la evolucion de la enfermedad, asi

como prevenir la aparicion de otras complicaciones de la enfermedad.

Una de las principales fortalezas de nuestro trabajo es el analisis en profundidad de los
hallazgos propios de la biopsia muscular en pacientes con miositis y ES. Asi como lo
descrito previamente en otras series (215, 248), nuestro andlisis identifica a dos
fenotipos histologicos, destacando claramente un grupo inflamatorio, el cual se ha
correlacionado tanto con las pruebas complementarias como con los hallazgos
histolégicos. En cambio, el otro grupo se diferencid por no presentar cambios
inflamatorios en la biopsia. A pesar de las diferencias observadas, encontramos algunas
caracteristicas histolégicas comunes en ambos grupos y no presentes en estudios
histolégicos musculares no patoldgicos, como fueron alteraciones en la arquitectura
vascular muscular o el grado de fibrosis presente. Por este motivo, se decidié estudiar y
determinar la presencia de cambios histoldgicos en el grupo de pacientes incluidos en
hallazgos no especificos y compararlos con los observados en el grupo de biopsias

musculares normales.

El analisis exhaustivo con el uso de numerosos marcadores histoldgicos relacionados con
la inmunidad, componente vascular y fibrosis evidencié datos interesantes. En el

fenotipo inflamatorio (ES-IF) hemos observado una variabilidad en el tamano de las
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fibras, principalmente observando fibras atroficas, que seria claramente diferenciable de
la atrofia perifascicular observada en las biopsias musculares de los pacientes con
dermatomiositis (272, 275). En los pacientes incluidos en nuestro estudio la distribucion
de las fibras atrdficas es difusa, lo cual probablemente se asocie principalmente al
componente inflamatorio, pero también sea derivada del dafio vascular y fibrético (179,
276, 277). Los marcadores inflamatorios que observamos en los pacientes en los que se
observaron dichos cambios inflamatorios histolégicos fueron principalmente el MCH

tipo |, el HLA-DR, la presencia de macréfagos NCAM y p62.

La presencia del MCH tipo |, asi como la de macréfagos, se han descrito tanto en ES como
en MIl (278, 279). Sin embargo, la presencia del HLA-DR se ha descrito casi
exclusivamente en biopsias musculares del Sindrome anti-sintetasa y en fibras aisladas
en las miopatias por cuerpos de inclusion (280, 281). El HLA-DR pertenece al grupo MCH-
Il, esto implicaria una activaciéon por parte del interferdn-gamma que llevaria a la
presentacién de antigenos propios a los linfocitos TCD4 helper. En el sindrome anti-
sintetasa la distribucidn es en areas perifasciculares, y se cree que la presencia de sus
autoanticuerpos esté predispuesta por dicho interferén (282). Por el contrario, en los
hallazgos observados del grupo ES-IF, la distribucién fue mdas por grupos con una
tendencia a areas perifasciculares con presencia de los linfocitos CD4. La relacién que
podrian tener dichos hallazgos en la ES podria ser explicada por la presencia de
fendmenos de vasculopatia y fibrosis. Dichos fendmenos a su vez conducirian a la
liberacién de citoquinas como el interferén gamma, la interleucina 4 o el factor de

necrosis tumoral alfa, los cuales producirian una sobreexpresion del HLA-DR (283, 284).

Con respecto al NCAM, también conocida como CD56, traduce Ila
degeneracidén/regeneracion de fibras musculares, sin poder descartar que puede
evidenciar un proceso fibrético, aunque no es un marcador directo de la fibrosis (285,
286). El p62, también conocido como SQSTM1, es una proteina que
patognomodnicamente estd descrita en las miopatias por cuerpos de inclusién. Sin
embargo, también se ha observado en el resto de IIM. Esta proteina traduce la
acumulacién de proteinas no degradadas y sugiere una disfuncién en la autofagia. Su

presencia en la ES traduciria mas un proceso fibrotico que inflamatorio, ya que la fibrosis
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altera la capacidad del musculo para mantener un equilibrio proteico adecuado. Este
proceso genera la acumulacion de P62 debido a una alteracién en el proceso de
degradacion de proteinas. Cabe remarcar que el p62 tampoco es un marcador directo

de fibrosis (287).

Tras observar estos marcadores que comparten su implicacidn tanto en la inflamacién
como en la fibrosis, hemos observado un alto porcentaje de fibrosis endomisial. Hemos
observado en algunos pacientes la presencia Unicamente de marcadores de fibrosis,
principalmente el PDGFR-B, ya descrito en otras series como posible factor relacionado

con la patogenia de la fibrosis en la ES (35, 177, 227, 288).

Otro hallazgo resefiable de este estudio es la observacién histolégica de una menor
proporcién de capilares por fibra en los pacientes con ES independientemente de la
presencia o no de cambios inflamatorios en las biopsias musculares. Este hallazgo va en
concordancia con la etiopatogenia de la enfermedad, siendo la microangiopatia y la
disminucion de densidad de capilares observados en la capilaroscopia periungueal los
hallazgos mas caracteristicos de la Esclerodermia (176, 289). Los resultados observados
en nuestro estudio estan en concordancia con lo descrito en estudios previos, donde
también observan la vasculopatia a través de marcadores de inmunohistoquimica (205,

230).

Recientemente se ha descrito en un estudio de microscopia electrénica que la
reduplicacion de las capas (>4) de la membrana basal del capilar podria ser un hallazgo
distintivo en los pacientes con Escleromiositis (249). Estos datos respaldarian la
realizacién de microscopia electrénica en las biopsias musculares de los pacientes con
ES. Sin embargo, la dificultad de accesibilidad, el elevado coste y la escasez de expertos
para la lectura de muestras musculares con esta técnica, hace que la aplicabilidad clinica

de la microscopia electrénica en practica clinica habitual sea limitada en la actualidad.

En el grupo inflamatorio también se evidencié una atrofia neurdgena, ya descrita en
algunos trabajos de Escleromiositis. Dicha atrofia podria traducir tanto dafio miopatico

como neuroldgico, siendo detectadas alteraciones mixtas en el EMG en escasos estudios,
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sin poder esclarecer una asociacion fisiopatoldgica entre ambos (179, 247). No obstante,
de los 5 pacientes incluidos en nuestro estudio que presentaban atrofia neurdgena,

ninguno presentd un patron neurégeno en el EMG.

La categorizacidon de los pacientes con EM dentro de los estandares de clasificacion
histolégica muscular no esta bien definida. Al analizar los hallazgos en la biopsia del
grupo ES-IF e intentar aplicar los criterios histoldgicos del ENMC, sdlo una cuarta parte
cumplian criterios y Unicamente para el grupo de miopatias necrotizantes
inmunomediadas. El resto de biopsias no cumplian criterios para ninguna de las
miopatias inflamatorias segun la clasificacion actual del ENMC (290). Esta limitacién en
la clasificacion ya ha sido recogida previamente por otros autores (220, 224, 248).
Teniendo en cuenta la imposibilidad de poder categorizar a la mayor parte de los
pacientes con ES-IF con los criterios actuales disponibles, es importante definir los
hallazgos histologicos de este subgrupo con el fin de determinar si es necesaria una

categoria especifica para dicho grupo dentro de las miopatias inflamatorias.

Los pacientes de nuestra cohorte que si pudieron ser clasificados como miopatia
necrotizante inmunomediada presentaron una evolucién mas desfavorable traducida
como una peor repuesta al tratamiento y mayor morbimortalidad. Este hallazgo ha sido
reportado de igual forma en otras series (215, 248). Adicionalmente, cabe destacar que
en la EM la presencia de necrosis (factor de mal prondstico) se presenta hasta en un
60% de los casos (198). En las miopatias necrotizantes inmunomediadas los principales
factores de riesgo para un peor prondstico son la presencia de neoplasias y enfermedad

pulmonar intersticial (291), los cuales coinciden con los descritos en nuestro estudio.

También denota interés que tres de nuestros pacientes presentaron autoanticuerpos
especificos de dermatomiositis, por el contrario, ninguno de ellos presenté una clinica
compatible y curiosamente tampoco presentaron hallazgos histopatoldgicos
caracteristicos de DM. Estos resultados nos condujeron a descartar un sindrome de
solapamiento mediante biopsia muscular. Teniendo en cuenta las implicaciones
diagndsticas y terapéuticas junto con el hallazgo de estos autoanticuerpos y en

consonancia con nuestros hallazgos, seria razonable proponer que, independientemente

105



de la sospecha clinica o un resultado sugestivo de miopatia inflamatoria en las pruebas
complementarias, el estudio histoldgico de este grupo es fundamental para confirmar o

descartar un sindrome de superposicidn esclerosis sistémica-dermatomiositis.

Otro hallazgo destacable es la diferencia de comportamiento en algunas caracteristicas
de los pacientes del grupo inflamatorio frente al grupo de hallazgos no especificos. En
nuestra cohorte, se observé en el grupo ES-NSF (cambios no especificos) una menor
elevacion de CK y hallazgos inespecificos tanto en el EMG, como en la resonancia
magnética de cuerpo entero. Esta diferencia de comportamiento del grupo ES-NSF en
sus caracteristicas clinicas se vieron reforzadas al realizar el analisis histolégico. Al no
presentar cambios inflamatorios en su arquitectura, tanto en la morfologia como en los
marcadores de inmunohistoquimica, no se caracterizd a este grupo de pacientes de
miositis. En consecuencia, el resultado histolégico en este grupo hizo que nuestro
abordaje terapéutico fuese diferente, decidiendo no tratar de manera forma especifica
la miopatia inflamatoria en estos pacientes. Durante nuestro periodo de seguimiento no
encontramos diferencias en cuanto a la supervivencia, lo cual podria sugerir que el uso
de un tratamiento especifico para la miopatia inflamatoria en este grupo no aportaria
beneficios significativos. Teniendo en cuenta que la primera linea de tratamiento de las
miopatias inflamatorias son los glucocorticoides y que en la ES el uso de glucocorticoides
se puede relacionar con la aparicion de complicaciones graves como la crisis renal
esclerodérmica, los hallazgos de la biopsia muscular en pacientes con ES podrian ser
criticos a la hora de establecer el abordaje terapéutico de los pacientes con ES. Todo ello
independientemente del resultado de las pruebas complementarias no invasivas o de la
exploracidn fisica presente en el paciente. Este hallazgo no ha sido descrito en series
previas, dado que no hay una definicidn homogénea de las caracteristicas similares a las
de las observadas en nuestro grupo de pacientes con ES-NSF. Sin embargo, nuestros
resultados contrastan con los obtenidos en otros trabajos en los cuales se ha definido la
presencia de un fenotipo histolégico “fibrético” en el que la respuesta al tratamiento es
peor que la de los pacientes con inflamacién marcada en la biopsia (224, 248). Existen
sesgos importantes en los trabajos previamente mencionados, como la presencia de
afectaciones graves de la ES, las cuales podrian condicionar el prondstico de la misma 'y

conducir a un tratamiento mas agresivo de los pacientes, independientemente de la
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afeccién muscular observada (3). Adicionalmente, publicaciones mas recientes no han
objetivado diferencias en la supervivencia entre los grupos histoldgicos que mostraban

cambios inflamatorios y los grupos histoldgicos que mostraban cambios fibréticos (257).

Para finalizar, nos gustaria destacar la presencia de datos histoldgicos diferenciales en
los pacientes con ES-NSF en comparacién con el grupo de biopsias musculares sin
hallazgos patoldgicos en pacientes sin ES. En los pacientes con Es-NSF se observé una
alteracién de la morfologia, una mayor presencia de intersticio, asi como una alteracién
en los capilares. Esto indicaria que, independientemente de la presencia histoldgica de
inflamacién muscular, existe un dafio muscular especifico de la enfermedad. Este hecho
resulta especialmente relevante considerando que hasta la fecha no se cuenta con

estudios publicados que hayan realizado esta comparacion.

Nuestro trabajo no estd exento de limitaciones. En primer lugar, el hecho de que el
estudio conste de una parte retrospectiva conlleva sesgos de informacién inherentes a
este disefio al dificultar la asociacion de diferentes datos clinicos terapéuticos e
histolégicos. Por otra parte, la realizacion de tinciones especificas estuvo limitada en
algunos casos. Al no poder aplicarse en muestras mas antiguas por no estar disponibles,
Unicamente pudieron describirse los analisis histoldgicos realizados en el momento de
la realizacion de la extraccidn de la muestra. Otra limitacidn de este trabajo es la ausencia
del analisis en microscopia electrénica de la muestra. Teniendo en cuenta los hallazgos
recientemente publicados, seria interesante el analisis de las muestras de ambos grupos
de nuestro estudio mediante esta técnica. Lamentablemente, el analisis histolégico de
la biopsia muscular mediante microscopia electrénica en la ES conlleva cierta dificultad
en el momento actual dadas las limitaciones a su acceso y a la interpretacién de las
muestras por especialistas cualificados. Nuestro estudio histolégico basado en practica
clinica habitual de los pacientes con sospecha de EM refleja desde nuestro punto de vista
un abordaje diagndstico y terapéutico en este grupo de pacientes, aplicable en cualquier
otra cohorte de enfermos con ES. Otra limitacion de nuestro trabajo es no haber
realizado un analisis en profundidad de la posible asociacién de los resultados obtenidos
en las pruebas complementarias de los pacientes con los datos histoldgicos. A pesar de

tener un grupo con muestras musculares de pacientes sin ES ni datos inflamatorios que
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pudimos comparar con el grupo ES-NSF, este grupo control no se constituia de pacientes
sanos, sino de pacientes a los cuales el servicio de neurologia realizé un estudio muscular
histolégico ante la sospecha de una enfermedad neuromuscular no relacionada con
enfermedades autoinmunes sistémicas y que no habia mostrado alteraciones
patoldgicas (siendo la prueba considerada como normal). Hubiese sido preferible
disponer de un grupo control de pacientes sanos, sin embargo, las implicaciones éticas
de realizar una biopsia muscular en dicho grupo hicieron descartar la inclusién del mismo
en este estudio. La ausencia de un grupo de pacientes con ES sin sospecha de miopatia
inflamatoria también es una limitacion a la hora de interpretar los resultados, ya que
desconocemos si la presencia de algunos de los cambios observados en el grupo ES-NSF
pueden estar presentes también en estos pacientes. Para finalizar, el tamafio de la

muestra de nuestro estudio fue también una limitacién no despreciable.

En resumen, consideramos que nuestro trabajo permitiria identificar unos perfiles
histolégicos con caracteristicas diferenciales en los pacientes con sospecha de miopatia
inflamatoria en la esclerosis sistémica, pudiendo identificar un perfil o grupo
inflamatorio mejor definido. Adicionalmente, permitiria caracterizar otro grupo sin
hallazgos histoldgicos caracteristicamente inflamatorios, pero con alteraciones que
facilitarian diferenciarlo de la normalidad. Estos datos indicarian que los pacientes con
ES pueden presentar datos histoldgicos identificables e inherentes a la enfermedad

autoinmune sistémica subyacente.

Tras evaluar los hallazgos obtenidos en nuestro estudio, podriamos considerar que el
término Escleromiositis se podria aplicar en el grupo de pacientes con ES-IF, dado que
en estos pacientes se objetiva un patrén inflamatorio con caracteristicas histoldgicas

compartidas con otras miopatias inflamatorias.
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7. CONCLUSIONES
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7. CONCLUSIONES

1. En los pacientes con esclerosis sistémica y sospecha de miopatia inflamatoria
en los que se ha realizado una biopsia muscular se pueden definir y
diferenciar dos grupos histoldgicos caracteristicos, donde el grupo
inflamatorio presenta valores mas altos de creatincinasa en comparacién con
los pacientes que presentan hallazgos histoldgicos no inflamatorios y no

especificos.

2. Los pacientes con esclerosis sistémica y fenotipo inflamatorio parecen
presentar caracteristicas diferenciales propias en comparacién con las
descritas en los pacientes con miopatias inflamatorias idiopaticas. Asimismo,
la presencia de necrosis en las biopsias musculares de pacientes con patrén
histolégico inflamatorio parece asociarse con un peor prondstico de la

enfermedad.

3. El uso de terapia inmunosupresora previa se asoci® con una menor
prevalencia de patrdn histoldgico inflamatorio en los pacientes con esclerosis

sistémica.

4. El abordaje terapéutico de los pacientes segun la presencia de hallazgos
inflamatorios o no en el estudio histolégico fue diferente y no se relaciond
con diferencias en cuanto a la supervivencia de estos. Teniendo en cuenta el
posible efecto nocivo de los corticoides en la ES, esto puede indicar que el
estudio histolégico de los pacientes con ES y sospecha de miopatia

inflamatoria es fundamental.

5. La presencia de inflamacidén, vasculopatia y de fibrosis evidenciadas en las

biopsias musculares de pacientes con ES e histologia de miopatia inflamatoria

en la biopsia muscular indican una correlacién con la patogenia de la
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esclerosis sistémica y por tanto sugieren que la afeccién inflamatoria

muscular es una complicacién de la enfermedad.

El aumento del HLA-DR clase Il en las biopsias musculares de pacientes con
esclerosis sistémica parece implicar un mecanismo inmunolégico diferente
en comparaciéon con el de otras miopatias inflamatorias como |la

dermatomiostis.
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8. LINEAS DE FUTURO

114



115



. LINEAS DE FUTURO

Dada la ausencia de estudio de cohortes con estudios histolégicos en profundidad,

consideramos que la presente tesis puede complementarse en un futuro con lineas

de investigacion complementarias de las cuales nombramos algunas a continuacién:

- Complementar los hallazgos descritos con estudio de muestras de biopsia
muscular de enfermos con esclerosis sistémica mediante microscopia
electrdnica.

- Complementar los hallazgos descritos mediante la comparacién de estudio
histolégico muscular en pacientes con esclerosis sistémica sin sospecha clinica ni
presencia de datos que sugieran una miopatia inflamatoria.

- Determinar si existen tratamientos mas efectivos segun el subgrupo de afeccién
histolégica muscular.

- Asociar los datos histolégicos con caracteristicas especificas de otras afecciones

orgdnicas.
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10. ANEXOS

10.1 Criterios Clasificatorios ACR/EULAR para la Esclerodermia 2013

ITEM SUB-{TEM PUNTOS
Induracién cutanea de los dedos de
ambas manos que se extiende a 9
region proximal de MCF.
Endurecimiento de la piel de los | Dedos edematosos 2
dedos Esclerodactilia 4
Ulceras digitales 2
Lesiones en pulpejos de dedos Cicatrices puntiformes en 3
pulpejos
Telangiectasia 2
Alteraciones en la capilaroscopia 5
periungueal
Hipertensidn Arterial Pulmonar y/o
Enfermedad Pulmonar Intersticial 2
Difusa
Anti-centrémero
Autoanticuerpos Anti-topoisomerasa-| 3

Anti-ARN polimerasa lll

Una puntuacién igual o mayor de 9 se pueden catalogar como pacientes con esclerodermia definida.
ARN: &cido ribonucleico; MCF: articulaciones metacarpofalangicas.

Ann Rheum Dis. 2013 Nov,72(11):1747-55.
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10.2 Autoanticuerpos presentes en la Esclerodermia

Patrén ANA/
Cédigo
Patrén

Anti-Centromero Centromérico 15-40% Limitada HAP, UD, GI

AC-3
Patréon DNA-
Anti- Polimerasa |
Topoisomerasa | (topo I)-like
AC-29
Anti-ARN Patron Moteado . CRE, fricciones tendinosas,
grueso 4-25% Difusa neoplasias
AC-5
Patron Moteado
Anti-U1RNP grueso 5-35% Limitada Miositis, Sinovitis, HAP
AC-5
Patrén
Nucleolar
Homogéneo
AC-8
Patrén
Nucleolar
Grumoso
AC-9
Patrén
Nucleolar
Homogéneo
AC-8
Patrén Moteado
Anti-Ku Fino 1-3% Limitada Miositis, sinovitis, EPI
AC-4

AC: autoanticuerpo; ADN: Acido desoxirribonucleico: ARN: dcido ribonucleico: CRE: crisis renal esclerodérmica; EPI: enfermedad

pulmonar intersticial, Gl: gastrointestinal, UD: ulceras digitales.

Prevalencia Fenotipo clinico

Anticuerpo

10-40% Difusa EPI grave, UD

polimerasa lll

Anti-Pm/Scl 3-6% Limitada Miositis, EPI

Anti-U3RNP 1-5% Difusa EPI, HAP, CRE

Anti-Th/To 1-7% Limitada HAP, EPI
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10.3 indice modificado de Rodnan

Modified Rodnan Skin Score (MRSS) Document

Subject ID:
Date of Examination:

Right Left
Fingers o0 |10 /203000 |10 20|30
Hands od|10|20/(30|o0O|10/20|30

Forearms 0[]:1[]:?[]:3[] 0D:1D:2[:I:3E|7
UpperArms |00 1020|3000 |10 2030

Face o0 [(10(20 (30
Anterior Chest jod|10]20,80|
Abdomen (000102030
Thighs o0[10/20/30]e0[10/20][30
Legs o010 |20|30]00 |10 |20 |80
Feet o0 |10|20 30|00 |10 20,30
Column Totals | [
Total:
Key: O—TI\_lhoick ~ 1-Mid  2-Moderate 3-Severe
ening Thickening Thickening Thickening
Notes:
Examiner:
Printed Name:
Signature: Date:

Khanna D, Furst DE, Clements PJ, Allanore Y, Baron M, Czirjak L, Distler O, Foeldvari I, Kuwana M, Matucci-Cerinic M, Mayes M,
Medsger T Jr, Merkel PA, Pope JE, Seibold JR, Steen V, Stevens W, Denton CP. Standardization of the modified Rodnan skin score for
use in clinical trials of systemic sclerosis. J Scleroderma Relat Disord. 2017 Jan-Apr;2(1):11-18. doi: 10.5301/jsrd.5000231. PMID:
28516167, PMCID: PM(C5431585.
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10.4 Recomendaciones EULAR 2023 para el tratamiento de la Esclerodermia

Sy ic sclerosis

NO WARFARIN

ANTIBIOTICS

Schematic representation of the eight clinical domains covered by the 2023 recommendations. Note that severe
prognosis is not represented. The different shades of green boxes labelled A—D represent the Strength of the
Recommendation (SoR) as shown in the relative column of table. Dotted lines connect same drug or drug class across
distinct clinical domains. CCB, calcium channel blocker; CYC, cyclophosphamide; ERAs, endothelin receptor
antagonists; MMF, mycophenolate mofetil; MTX, methotrexate; PDE5i, phosphodiesterase five inhibitors; PPI, proton
pump inhibitors; RITUX, rituximab,; TCZ, tocilizumab.

Del Galdo F, Lescoat A, Conaghan PG, et al EULAR recommendations for the treatment of systemic sclerosis: 2023 update Annals
of the Rheumatic Diseases Published Online First: 11 October 2024. doi: 10.1136/ard-2024-226430. Permission obtained from
European Alliance of Associations for Rheumatology, EULAR 2024. Published by BMJ on behalf of EULAR.
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10.5 Criterios Clasificatorios ACR/EULAR para las MIl 2017

Caracteristica/
sintoma o signo

Edad de inicio de los
sintomas
Debilidad muscular

Signos cutaneos

Otros sintomas y
signos clinicos
Pruebas de
laboratorio

Biopsia muscular

Descripcidn

>18 afos y <40 afios

240 afos

— Debilidad de los musculos proximales de los miembros superiores
(simétrica, normalmente progresiva)?

— Debilidad de los musculos proximales de los miembros inferiores
(simétrica, normalmente progresiva)?

— Los musculos flexores del cuello son relativamente mas débiles
que los extensores?

— Los musculos proximales de los miembros inferiores son
relativamente mas débiles que los distales?

— Eritema en heliotropo®

— Papulas de Gottron®

- Signo de Gottrond

Trastornos de la deglucidn o de la motilidad esoféagica

— Anticuerpos anti-Jo-1 (resultado positivo de una prueba realizada
con un método estandarizado y aceptado)

— Aumento de la actividad sérica de CK, AST, ALT, LDH (el valor mas
alto en el transcurso de la enfermedad)

— Infiltrados de células mononucleares en el epimisio que rodean
las fibras musculares, sin penetrarlas

— Infiltrados de células mononucleares en el perimisio y/o fasciculos
vasculares (en el perimisio o epimisio)

— Atrofia perifascicular (las células que aparecen dispuestas en
varias filas alrededor de los fasciculos vasculares y nerviosos son
visiblemente mas pequefias que las células de ubicacién mas
central)

— Vacuolas ribeteadas (se tifien de azul en tincién hematoxilina-
eosina y de rojo en tincion de Gomori modificada)

3 En el examen fisico o a través de otra medicidn.

b Eritema alrededor de los ojos de color violaceo, a veces con edema palpebral.
¢ Papulas eritematosas o violaceas, hiperqueratdsicas, localizadas en la superficie extensora de las articulaciones,
mas frecuentemente interfaldngicas y metacarpofaldngicas; también pueden presentarse en mufiecas, codos,

rodillas y tobillos.

d Manchas eritematosas o violdceas en la misma localizacién que las papulas.
Nota: los criterios de clasificacién pueden utilizarse cuando no hay otra causa que explique la sintomatologia. El

diagndstico se considera seguro (probabilidad de 290 %) si el resultado es de 28,7 con biopsia o de 27,5 sin

biopsia y es probable (255 %) cuando el resultado es de, respectivamente, 26,7 y 5,5.
ALT: alanina-aminotransferasa; AST aspartato-aminotransferasa, CK: creatina-cinasa, LDH: lactato deshidrogenasa
A partir de: Arthritis Rheum., 2017, 69: 2271-2282; modificado

Puntuacién
Con Sin
biopsia = biopsia
1,5 1,3
2,2 2,1
0,7 0,7
0,5 0,8
1,6 1,9
1,2 1,9
3,2 3,1
2,7 2,1
3,7 3,3
0,6 0,7
3,8 3,9
1,4 1,3
1,7 -

1,2 -
1,2 -
3,1 -
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10.6 Criterios clasificatorios ACR/EULAR 2016 para el Sindrome de Sjogren

Item MCDA* Logistict Modifiedt
Labial salivary gland with focal lymphocytic 0.22 3 3
sialadenitis and focus score of =1 foci/4 mm?
Anti-SSA/SSB (anti-Ro/La) positive 0.21 3% 3%
0SS =5 0.15 1 1
Schirmer’s test =5 mm/5 minutes 0.12 1 1
UWS =0.1 ml/minute 0.12 0.5 1
Oral symptoms 0.09 - -
Ocular symptoms 0.09 - -
Total 1 8.5 9

* The multi-criteria decision analysis (MCDA) weights were based on the pairwise ranking of alternatives.
t The logistic and modified weights resulted from the clinician-expert rating of the development
vignettes randomly selected from among the 3-cohort data set. The modified version of the logistic
score assigned equal weights to the Ocular Staining Score (OSS), Schirmer’s test, and unstimulated
whole saliva flow rate (UWS) items.

i+ Based on anti-SSA/Ro only.
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10.7 Criterios clasificatorios ACR/EULAR 2019 para el Lupus Eritematoso
Sistémico

Entry criterion
Antinuclear antibodies (ANA) at a titer of 21:80 on HEp-2 cells or an equivalent positive test (ever)

s

If absent, do not classify as SLE
If present, apply additive criteria

Additive criteria
Do not count a criterion if there is a more likely explanation than SLE.
Occurrence of a criterion on at least one occasion is sufficient.
SLE classification requires at least one clinical criterion and 210 points.
Criteria need not occur simultaneously.
Within each domain, only the highest weighted criterion is counted toward the total score§.

Clinical domains and criteria Weight | Immunology domains and criteria Weight
Constitutional Antiphospholipid antibodies

Fever 2 Anti-cardiolipin antibodies OR
Hematologic Anti-B2GP1 antibodies OR

Leukopenia 3 Lupus anticoagulant 2

Thrombocytopenia 4 Complement proteins

Autoimmune hemolysis 4 Low C3 OR low C4 3
Neuropsychiatric Low C3 AND low C4 4

Delirium 2 SLE-specific antibodies

Psychosis 3 Anti-dsDNA antibody* OR

Seizure 5 Anti-Smith antibody 6
Mucocutaneous

Non-scarring alopecia 2

Oral ulcers 2

Subacute cutaneous OR discoid lupus 4

Acute cutaneous lupus 6
Serosal

Pleural or pericardial effusion 5

Acute pericarditis 6
Musculoskeletal

Joint involvement 6
Renal

Proteinuria >0.5g/24h 4

Renal biopsy Class Il or V lupus nephritis 8

Renal biopsy Class Ill or IV lupus nephritis 10

Total score:

)

Classify as Systemic Lupus Erythematosus with a score of 10 or more if entry criterion fulfilled.
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10.8 Criterios clasificatorios ACR/EULAR 2010 para la Artritis Reumatoide

Score

Target population (Who should be tested?): Patients who
1) have at least 1 joint with definite clinical synovitis (swelling)*
2) with the synovitis not better explained by another diseaset
Classification criteria for RA (score-based algorithm: add score of categories A-D;
a score of =6/10 is needed for classification of a patient as having definite RA)%

A. Joint involvement$§
1 large jointT
2—10 large joints
1-3 small joints (with or without involvement of large joints)#
4—10 small joints (with or without involvement of large joints)
=10 joints (at least 1 small joint)**

B. Serology (at least 1 test result is needed for classification)ft
Negative RF and negative ACPA
Low-positive RF or low-positive ACPA
High-positive RF or high-positive ACPA

C. Acute-phase reactants (at least 1 test result is needed for classification)it
Normal CRP and normal ESR
Abnormal CRP or abnormal ESR

D. Duration of symptoms§§
<6 weeks
=6 weeks

[l =] [P o ] i b=

—

* The criteria are aimed at classification of newly presenting patients. In addition, patients with erosive
disease typical of rheumatoid arthritis (RA) with a history compatible with prior fulfillment of the 2010
criteria should be classified as having RA. Patients with longstanding disease, including those whose
disease is inactive (with or without treatment) who, based on retrospectively available data, have
previously fulfilled the 2010 criteria should be classified as having RA.

 Differential diagnoses vary among patients with different presentations, but may include conditions such
as systemic lupus erythematosus, psoriatic arthritis, and gout. If it is unclear about the relevant differential
diagnoses to consider, an expert rheumatologist should be consulted.

1 Although patients with a score of <<6/10 are not classifiable as having RA, their status can be reassessed
and the criteria might be fulfilled cumulatively over time.

§ Joint involvement refers to any swollen or tender joint on examination, which may be confirmed by
imaging evidence of synovitis. Distal interphalangeal joints, first carpometacarpal joints, and first
metatarsophalangeal joints are excluded from assessment. Categories of joint distribution are classified
according to the location and number of involved joints, with placement into the highest category possible
based on the pattern of joint involvement.

1 “Large joints” refers to shoulders, elbows, hips, knees, and ankles.

# “Small joints” refers to the metacarpophalangeal joints, proximal interphalangeal joints, second through
fifth metatarsophalangeal joints, thumb interphalangeal joints, and wrists.

** In this category, at least 1 of the involved joints must be a small joint; the other joints can include any
combination of large and additional small joints, as well as other joints not specifically listed elsewhere
(e.g., temporomandibular, acromioclavicular, sternoclavicular, etc.).

11 Negative refers to IU values that are less than or equal to the upper limit of normal (ULN) for the
laboratory and assay; low-positive refers to IU values that are higher than the ULN but =3 times the ULN
for the laboratory and assay; high-positive refers to IU values that are >3 times the ULN for the
laboratory and assay. Where rheumatoid factor (RF) information is only available as positive or negative,
a positive result should be scored as low-positive for RF. ACPA = anti—citrullinated protein antibody.

i1 Normal/abnormal is determined by local laboratory standards. CRP = C-reactive protein; ESR =
erythrocyte sedimentation rate.

§§ Duration of symptoms refers to patient self-report of the duration of signs or symptoms of synovitis
(e.g., pain, swelling, tenderness) of joints that are clinically involved at the time of assessment, regardless
of treatment status.
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10.9 Anexo 5. Hoja de Recogida de muestras

N° Biopsia: HOJA DE RECOGIDA DE DATOS
ESTUDIO MIOPATIA INFLAMATORIA EN PACIENTES

CON ESCLEROSIS SISTEMIA

AAAAAS A SAAAAAAAA.

Eecha.de RECOGIDA:
Observador: 1. 2. 3

Musculo:
Cuadriceps
Triceps

Otro:

EVALUACION ANATOMO-PATOLOGICA

HEMATOXILINA-EOSINA

Lado:
Derecho

Izquierdo

Arquitectura general del musculo: conservada / no conservada

Tamafio de las fibras:
Normales
Hipertroficas
Atroficas:
Aisladas
Grupo
Berifasciculan
Inkradasciqar,
Fibras anguladas
Variabilidad: <10 // > 10

Aspecto general de la fibra:
Normal
Necrosis
Fagocitosis

Splitti
TRIGBOMICA,PE GRMOR!

Nucleos:
Normales: 51 / NO

- Tejido conectivo:
Normal
Aumentado: endomisio o
perimisio, ambos

- Vacuolas 5l // NO

- Bimmes Vasusles-SL // NO

Agregados tubulares
Fibras rojo rafas
Bods.

Cuerpos citoplasmicos

Depbsitos subsARRISMILR:
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HOJA DE RECOGIDA DE DATOS
ESTUDIO MIOPATIA INFLAMATORIA EN PACIENTES
CON ESCLEROSIS SISTEMIA

ARSI UAAA WAAAAAAAA

ESTUDIO DE INFLAMACION

MHC pE cLaSE | DR (MHC DE cLaSE.Il)

Normal SI // NO Normal SI // NO

Localizacion: Parcheado // Difuso

Refuerzo perifascicular: SI // NO

Localizacion: Parcheado // Difuso

Refuerzo perifascicular: 51 // NO

MAC (COMPLEMENTO C5B-9)

Normal S // NO

Depésitos
En vasos
Intracitoplasmaticos

En la membrana

NCAM (LEu-19 / CD56)

MNormal SI // NO
Expresion
Fibras aisladas

Grupos de fibras

LinEocitos T CD4
Normal SI// NO Localizacion:
Presencia: Perivascular Infiltrando la fascia
Aislados <10 Perimisial Eodoneural,
Abundantes 10- 50 Endomisial, En granuloma
Muy abundantes > 50 Infiltrando la fibra muscular
LinFogiros T CD8
Normal SI// NO Localizacion:
Presencia: Perivascular Infiltrando la fascia
Aislados <10 Perimisial Endaneural.
Abundantes 10- 50 Endomisial. En granuloma

Muy abundantes > 50

Infiltrando la fibra muscular

LiNEocITos B (CD20)
Normal SI // NO Localizacién:
Presencia: Perivascular Infiltrando la fascia
Aislados <10 Berimisial Endoneural
Abundantes 10- 50 Endomisial. En granuloma
Muy abundantes > 50 Infiltrando la fibra muscular

159



HOJA DE RECOGIDA DE DATOS
ESTUDIO MIOPATIA INFLAMATORIA EN PACIENTES
CON ESCLEROSIS SISTEMIA

WA WA WA

MacrOEAGOS, (CD68)

Normal Sl // NO - Localizacién:

Presencia: . Perivascular - Infiltrando la fascia
Aislados <10 . Perimisial - Eodoneuwral.
Abundantes 10- 50 - Endomisial, - Engranuloma
Muy abundantes > 50 M - Infiltrando la fibra muscular

CELULAS PLASMATICAS. (CD138)

Normal SI // NO - Localizacion:

Presencia: - Perivascular - Infiltrando la fascia
Aislados <10 - Perimisial - Eodanewral,
Abundantes 10- 50 - Eodomisial - Engranuloma
Muy abundantes > 50 . Infiltrando la fibra muscular

P62(IBM)
Normal SI// NO +  Localizacién:
Centro de la fibra
Sut Lémi
Nuclear
MxA (RESPOSTA INTEREERON, TIPUS 1)
Normal 51 // NO +  Localizacién:
Perimisi
E L
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HOJA DE RECOGIDA DE DATOS
ESTUDIO MIOPATIA INFLAMATORIA EN PACIENTES
CON ESCLEROSIS SISTEMIA

VAU WAVUANAAAA

PDGFR-A
Normal SI // NO + Localizacion:
Presencia: . Perivascular + Infiltrando la fascia
- Aislados <10 - Perimisial - Endaneural,
- Abundantes 10- 50 - Eodamisial, - Engranuloma
- Muy abundantes > 50 - Infiltrando la fibra muscular
PDGFR-BETA
Normal SI// NO - Localizacion:
Presencia: . Perivascular - Infiltrando la fascia
- Aislados <10 - Perimisial - Eodansural,
- Abundantes 10- 50 - Eodamisial, - Engranuloma
- Muy abundantes > 50 - Infiltrando la fibra muscular
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10.10 Protocolo de Inmunohistoquimica en Miopatias Inflamatorias

PNW DE TREBALL Codi Data Rev. Realitzat Revisat Aprovat
miopaties inflamatéries IM):;F'UI;W- GZ%"}%I‘ 02 CLR/MVR EGV/EMN lIS/CJR
Modificacié: canvi en el procediment. Pég;em;‘ 1
IMN-IMP-4005/01
Inmunohistoguimica Miopaties Inflamatdries

INDEX

O = == oo e oo e e e e e e e e e e o e 2
OB LTI === == = = oo o oo o o o e e e o e oo o 2
PRINCIPI DE MESURA === === == m e e o e e oo e e 2
RESPONSABLE DE L”EXECUCIQ === == = = xm s e s oo o oo o oo oot oot s 2
O T RA === o e o e e o e e e e e e e oo s e 3
EQUIPS == o o e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e s s s 3
AT ERIAL == = == = e o o o o o e e e e e e e oo o s 2
REACTIUS === == == = oo o oo o o e e e e e oo oo et oot 3
CONTROL INTERN == == == o s m s s e e e e o e e e e e e o o e o o oo oo b s fo ot mmm s m b s s m s e 3
CONTROL EXTERN - - - s o oo o o o i 3
ELABORACIO DEL FULL DE TREBALL= === === s o s oo oo e oo o o oo oo oot s 3
PROCEDIMENT === = = e e o s e e e e e e e e e o e e o e oo e oo ho ot mmm s s b s e e 5
INTERPRETACIO DELS RESULTATS === == === mmmm o e oo e e e e 4
REGISTRES ASSOCIATS === = 2= o o e e oo e oo o oo oo oot oo s s 4
OBSERVACIONS === === == m s m s e e e oo e e e e e e e o o o e o oo oo h s fo ot mmm s b s s e 5
DOCUMENTS ASSOCIATS === - == m e mm e o e e oo 5
BIBLIOGRARIA - === = == m oo o o e e e e e e oo st 5
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PNW DE TREBALL Codi Data Rev. Realitzat Revisat Aprovat
IMM-PNW- Gener
miopaties inflamataries 4308 2018 0z [ CLR/MVR EGV/EMN | IIS/CJR
Modificacié: canvi en el procediment. Pﬁﬁi:i;' 2

MN-IMP-4005/01

Nom

Immunehistequimica Miopaties Inflamatories

Objectiu

La preséncia d’inflamacid en una biopsia muscular és un indicador de que hi ha un procés

patologic actiu. Es important caracteritzar aquesta inflamacié per a poder arribar a un

diagnostic més acurat de la malaltia.

Principi de mesura

Les seccions de biopsia muscular congelada s’incuben amb dilucions d’un panell

d’anticossos monoclonals que reconeixen de forma especifica molécules expressades en

cadascun dels tipus cel-lulars que poden estar presents en els infiltrats inflamatoris
intramusculars. Després de finalitzar la tincié immupQhistequimisca es procedeix a la seva

observacié al microscopi de camp clar convencional.

El panell esta format per:
Macrofags (CDé68 o MO)
Cél-lules T4 (CD4)

Cél-lules T8 (CD8)
Cél-lules B (CD20)
Complement (C5b-9 0 MAC)

NCAM o Leu19

Complex major d’histocompatibilitat de classe | (MHC [)

Complex major d’histocompatibilitat de classe Il (DR o MHC 1)
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Responsable de |'execucio
Teécnic responsable

Mostra

Seccions congelades de biopsia muscular emmagatzemades a -20°C.

Equips

pHmetre, HEM-EQA-1429

Balanca MIC-EQA-MED-044 (arees comunes)

Microscopi IMM-EQA-0094

Agitador magnétic IMM-EQA-0023

Agitador horitzontal IMM-EQA-0121

Congelador -20 °C lab_con_17 IMM-EQF-0010

Nevera lab_nev_02 IMM-EQF-0004

Material
Guants
Contenidor de residus
Paper absorbent
Cobreobjectes

Aigua destil-lada

Vasos de precipitat de 1000 ml i

500ml

Provetes de 500ml, 1000 ml i100

ml

Tubs de 10 ml

Pipetes automatiques 1ml, 200 pl i

10

Puntes de pipetes
Cubetes de tincio

Cubeta d’incubacié

Erpendarts.

Gradetes
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Reactius

Acetona n® 15 = armari reactius Immunologia LA-508

Alblmina Sérica Bovina (Sigma A-4503) n° 202 = nevera IMM-EQF-0004

Sérum Huma Normal (Jackson 009-000-121) = liofilitzat: nevera IMM-EQF-0004;
reconstituit: CONGELADOR -20°C IMM-EQF-0010

Sérum Goat Normal (Jaksen. 005-000-121) -> liofilitzat: nevera IMM-EQF-0004;
reconstituit: CONGELADOR -20°C IMM-EQF-0010

PBS Buffer Pawder. (lmmunaCencents, Ref 1012) = nevera 4°C IMM-EQF-0004
Anticos Monoclonal Mouse gnti:human CD4 (Dako M731029) = nevera IMM-EQF-0004
Anticos Monoclonal Mouse gnfti:human CD8 (Daka IR623) - nevera IMM-EQF-0004

Anticos Monoclonal Mouse gnti:human Macrofags (Dako M0718) = nevera IMM-EQF-
0004

Anticos Monoclonal Mouse gntizhuman MHCI (Dako MO736) = nevera IMM-EQF-0004

(les aliquotes es guarden al congelador -20°C IMM-EQF-0010, a la nevera es guarda
’aliquota en Gs).

Anticos Monoclonal Mouse gnti:human Leu 19 (Begton, Dickinsen 347740) = nevera
IMM-EQF-0004

Anticos Monoclonal Mouse gntj:human CD20 (Dakg. M0755) = nevera IMM-EQF-0004

Anticos Monoclonal Mouse gnti-humgn HLA-DR (Dako M704) - nevera IMM-EQF-0004

Anticos Monoclonal Mouse anti:human, C5b-9 (MAC) (Dakg. MO777) = nevera IMM-EQF-
0004

Anticos secundari Gogt. Anti-Mouse |gG peroxidasa (Jackson 115-035-062) = nevera

IMM-EQF-0004 (les aliquotes es guarden al congelador -20°C IMM-EQF-0010, a la nevera es
guarda |'aliquota en Us).

Kit DAB peroxidasa (Vector SK-4100) = nevera IMM-EQF-0004

Peroxid d’hidrogen 30 % n° 228 - nevera IMM-EQF-0004
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Hematoxilina (Merck 1.09249.0500) n® 167 = armari reactius Immunologia LA-508
Medi de muntatge Aguasex n® 318 = estanteria LA-512
Control intern

Les tincions de MHCI i DR son controls interns en si mateixes, ja que apareix marcatge als

capil-lars sanguinis del teixit al qual es realitza la prova.

Per garantir la funcionalitat dels altres anticossos (T4, T8, NCAM, MO, CD20, MAC), un cop
cada 6 mesos es realitzen aquestes 6 tincions a talls de mUscul d’un pacient afectat de

miopatia inflamatoria.
Control extern

No s’utilitza control extern.

Elaboracio del full de treball

La prova feta s’anota al full de treball de biopsies (IMM-IMP-4301) especific de cada pacient.

Procediment

Deixar assecar les preparacions i fixar durant 5 minuts amb acetona a una cubeta
de portaobjectes.

Fer 3 rentats de 5 minuts amb PBS 1x (a cubeta)

Incubar durant 30 minuts amb 2,5 ml de peroxid d hidrogen 30% + 47,5 ml de PBS
1x(per cada cubeta). Posar en agitacio (agitador horitzontal IMM-EQA-0121) i tapar

amb paper de plata.

Incubar durant 30-60 minuts amb Blacking Goat a una safata de tincions (afegir de
50 a 80 pl a cada preparacio).

o Blocking Gaat; 10 ml de PBS 1x + 0,2 g d’albimina + 1 ml de sérum huma normal +
0,5 ml de sérum ggat, normal
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*Cal tenir en compte que la solucié Blogking. Gaal, no es pot utilitzar passat un mes
des de la seva preparacié. En el cas que s’hagin format precipitats (dins del mes en
uUs), cal filtrar la solucié per tal que no interfereixi en la tincié.

Incubar amb [’ Anticés Primari durant 1 hora a temperatura ambient, o tota la nit a
4°C a una safata de tincions.

Els anticossos es dilueixen en Blogking. Goat. Les dilucions usades son les segiients

(posar 80 pl de diluci6 a cada mostra):
o CD4, MO, NCAM, CD20, MAC: 1/40 = 2 pl dAg, + 78 pl de Blogkipg Gaat,
o MHCIL: 1/100 = 1 pl glag,+ 99 ul de Blogking Grat,
o DR: 1/20 = 4l g’ A + 76 pl de Blogking Goat,
o CD8 - sense diluir
Fer 3 rentats de 5 minuts amb PBS 1x (a cubeta)

Incubar durant 1 hora a temperatura ambient (a safata) amb l'anticdés secundari
Goat.Anfi-Mouse Peroxidasa (posar 75 pl de dilucio a cada preparacio).

o Dilucio: 1/50 2 12 pl g’Ag + 588 pl de Blogking Goat,
Fer 3 rentats de 5 minuts amb PBS 1x (a cubeta)

Revelar amb el kit DAB durant 5 minuts: 5 ml d’aigua destil-lada + 2 gotes de
buffer + 4 gotes de DAB + 2 gotes de H;0;

Parar la reacci6 amb aigua destil-lada: submergir les preparacions en aigua

destil-lada (a cubeta)

Contratenyir, les preparacions amb Hematoxilina (menys MHCI i DR) = Posar a
sobre de la preparacié unes gotes d’hematoxilina filtrada (amb paper de filtre)

durant aproximadament 1 minut (a safata).

Muntar les mostres amb medi de muntatge Aguatex (posar un cobreobjectes sobre
de cada portacbjectes).
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