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Introduccién

1. Concepto y clasificacion de las vasculitis

Las vasculitis son procesos clinicos y patolégicos causados por
inflamacion de los vasos sanguineos. La inflamacion vascular puede afectar a
arterias de cualquier tamafo, produciendo una amplia variedad de
manifestaciones clinicas. A grandes rasgos, las vasculitis se pueden dividir en
primarias y secundarias. Los sindromes vasculiticos primarios son aquellos que
no se asocian a ninguna patologia subyacente conocida. Las vasculitis
secundarias son complicaciones de muchas enfermedades infecciosas y no
infecciosas. La existencia de afectacion multisistémica, acompanada por
sintomas generales y alteraciones de laboratorio propias de cuadros

inflamatorios, sugiere el diagnéstico de vasculitis sistémica [1].

Debido a que la mayoria de las vasculitis carecen de rasgos clinicos y de
pruebas de laboratorio patognomdénicas y su etiologia no estd completamente
definida, su clasificacion es una tarea muy dificii y ninguna de las
clasificaciones propuesta ha sido universalmente aceptada [2]. El primer intento
para clasificar las vasculitis fue realizado por Zeek en 1952 [3]. Esta autora y
sus colaboradores, categorizaron cinco tipos de vasculitis necrotizante
basandose en la presentacion clinica, los hallazgos patologicos y el tamafo y el
tipo de los vasos afectados. Diversos autores han realizado modificaciones de
este esquema en un intento de conseguir una clasificacion de mayor utilidad.
En 1964, Alarcon-Segovia y Brown [4], cambiaron algunos términos algunos
términos e incluyeron variantes en cada grupo. En 1975, deShazo [5] realiz6
una nueva modificacion afiadiendo algunos términos como el de angeitis
leucocitoclastica y el de granulomatosis de Wegener. En 1976, Gilliam y Smiley
[6] anadieron mas subgrupos y resaltaron el importante solapamiento del
tamano de las arterias afectadas en los distintos tipos de vasculitis sistémicas.
En 1978, Fauci y sus colaboradores [7] propusieron una clasificacion que tuvo

vigencia durante mas de una década en la que incluyeron entidades antiguas
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como la enfermedad de Buerger y nuevas como la enfermedad de Kawasaki y

realizaron modificaciones en los diferentes grupos.

En 1990, la Sociedad Americana de Reumatologia (ACR) desarrollé
unos criterios de clasificacion de las siete vasculitis sistémicas siguientes:
poliarteritis nudosa, sindrome de Churg-Strauss, granulomatosis de Wegener,
vasculitis por hipersensibilidad, purpura de Schonlein-Henoch, arteritis de
células gigantes y arteritis de Takayasu [8] (tabla 1). La intencion de este grupo
era identificar hallazgos clinicos que fueran caracteristicos de cada vasculitis y
que las diferenciaran de los demas sindromes vasculiticos. Su propésito
principal fue estandarizar la forma de evaluar y describir los pacientes con
vasculitis en estudios terapéuticos, epidemioldgicos y otros estudios, para
permitir comparaciones de los resultados de los diferentes centros. Propusieron
que los criterios fueran utilizados para describir a los pacientes en los estudios

sobre vasculitis.

La Conferencia Internacional de Consenso de Chapel Hill sobre la
nomenclatura de las vasculitis sistémicas, intenté establecer un sistema de
nomenclatura de las vasculitis estandarizado [9]. Entre los parametros
utilizados para la clasificacion incluyeron el tamafio de los vasos sanguineos
afectados (figura 1), la histopatologia caracteristica y el patron de afectacion
clinica (tabla 2). No obstante, esta clasificacion incluia afirmaciones que
podrian resultar confusas por lo que el objetivo de establecer un sistema de
clasificacion que fuera aceptado universalmente y resultara de utilidad clinica

no se consiguio.

La clasificacién “practica” revisada por Lie es probablemente una de las
clasificaciones descriptivas de las vasculitis de mas utilidad clinica [10] (tabla
3).

A pesar de los multiples intentos para establecer un esquema de

clasificacidon de las vasculitis sistémicas de aceptacion universal, los resultados
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hasta el momento no han sido alentadores. La creencia de que el conocimiento
de la patogenia de algunas vasculitis proporcionaria las bases para el
establecimiento de una clasificacién racional, no ha resultado cierta [1]. En este
sentido, el antigeno de superficie de la hepatitis B se detecta en mas de un
sindrome vasculitico [11, 12] y los anticuerpos anti-citoplasma de neutrdfilos
(ANCA) aunque se han asociado con algunas formas de vasculitis necrotizante
[13], también existen en individuos sanos y en una serie de enfermedades sin
vasculitis [14, 15]. Las clasificaciones de las vasculitis basadas exclusivamente
en el tamano de los vasos sanguineos biopsiados, no resultan satisfactorias
por diferentes razones. Con frecuencia, el tamafo del vaso examinado
depende de su accesibilidad o de la técnica utilizada; no siempre predice el
tipo, la variedad o la extension de la afectacion vascular sistémica [16]. El tipo
de alteracion histolégica en la pared vascular resulta util para la clasificacion en
algunas situaciones, pero las alteraciones histopatologicas tipicas no estan
siempre presentes debido a la variabilidad de la muestra y los efectos del
tiempo y el tratamiento en ellas [17]. La clasificacion basada exclusivamente en
la presentacion clinica también puede resultar confusa, ya que la presentacion

completa de un cuadro vasculitico en ocasiones tarda en aparecer.
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Tabla 1. Criterios para la clasificacion de las vasculitis segun el American

College of Rheumatology 1990.

Condiciéon Criterio N° criterios Sensibilidad Especificidad

(%) (%)
Pdrpura de Pdrpura palpable >2 87,8 87,7
Henoch-Schoénlein Inicio antes de los 20 afios

Angor intestinal
Granulocitos en la pared vascular

Granulomatosis Inflamacién nasal u oral >2 88,2 92
de Wegener Radiografia de térax anormal (nddulos,

infiltrados o cavidades)

Microhematuria o cilindros hematicos

Inflamacion granulomatosa en la biopsia

Sindrome de Asma >4 85 99,7
Churg-Strauss Eosinofilia > 10
Neuropatia

Infiltrados pulmonares (no fijos)
Anormalidad de los senos paranasales
Eosinofilos extravasculares

Vasculitis por Inicio posterior a los 16 afios >3 71 83,9
hipersensibilidad Purpura palpable
Erupcién maculopapular
Granulocitos perivasculares o
extravasculares (arteriolas o vénulas)

Poliarteritis Pérdida de peso = 4 Kg >3 82,2 86,6
nudosa Dolor a la palpacion testicular

Mialgia o debilidad

Mono o polineuropatia

Presion arterial diastélica = 90 mmHg

Elevacion del BUN o la creatinina

Virus de la hepatitis B

Anormalidad arteriografia

Biopsia de arterias pequefias o medianas

que contengan granulocitos

Arteritis (temporal) Inicio superior a los 50 afios >3 93,5 91,2
de células gigantes Cefalea de aparicion reciente o de
caracteristicas diferentes
Dolor a la palpacion de la arteria temporal
0 pulso disminuido
Velocidad de sedimentacion globular =250
Biopsia con infiltrados inflamatorios de
células mononucleares o inflamacion
granulomatosa

Arteritis de Takayasu  Inicio anterior a los 40 afios >3 90,5 97,8

Claudicacion de extremidades

Pulso de la arteria braquial disminuido

Diferencia de presion arterial entre los dos

brazos > 10 mmHg

Soplo sobre las arterias subclavias o la

aorta

Anormalidad arteriogréfica (estenosis u

oclusion de la aorta o de sus ramas

principales)
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Tabla 2. Nombres y definiciones de las vasculitis aceptados por la

Conferencia de Consenso de Chapel Hill sobre la nomenclatura de las

vasculitis sistémicas.

Vasculitis de grandes vasos

Arteritis (temporal) de células
gigantes

Arteritis de Takayasu

Vasculitis de vasos medianos

Poliarteritis nudosa
(poliarteritis nudosa clasica)

Enfermedad de Kawasaki

Vasculitis de vasos pequeios

Granulomatosis de Wegener

Sindrome de Churg-Strauss

Poliangitis microscoépica
(poliarteritis microscopica)

Pudrpura de Henoch-Schénlein

Crioglobulinemia esencial

Angeitis leucocitoclastica
cutanea

Arteritis granulomatosa de la aorta y de sus ramas principales con
afectacion preferente de las ramas extracraneales de la arteria
carétida. Con frecuencia afecta a la arteria temporal. Habitualmente
se presenta en pacientes mayores de 50 afios y se asocia con
frecuencia a la presencia de polimialgia reumatica.

Inflamacién granulomatosa de la aorta y de sus ramas principales.
Habitualmente se presenta en pacientes menores de 50 afos.

Inflamacién necrotizante de arterias de pequefio y mediano tamafio
sin glomerulonefritis o vasculitis en arteriolas, capilares o vénulas.

Arteritis de grandes, medianas y pequefas arteris, asociada con
sindrome ganglionar mucocutaneo. Las arterias coronarias se
afectan con frecuencia. La aorta y las venas pueden afectarse.
Generalmente se presenta en nifios.

Inflamacién granulonatosa en el tracto respiratorio superior y
vasculitis necrotizante en vasos pequefios y medianos ( p.ej.,
capilares, vénulas, arteriolas y arterias). Es frecuente la existencia de
glomerulonefritis necrotizante.

Inflamacién granulomatosa rica en eosinéfinos en el tracto
respiratorio con vasculitis necrotizante que afecta vasos pequefios y
medianos, asociada con asma y eosinofilia.

Vasculitis necrotizante, con escasos o sin depdsitos inmunos, que
afecta vasos pequenos (p.€j., capilares, vénulas o arteriolas). Puede
existir arteritis necrotizante en arterias de pequefio y mediano
tamafio. Es frecuente la gromerulonefritis necrotizante. Con
frecuencia existe capilaritis pulmonar.

Vasculitis con depdsitos predominantes de IgA que afecta vasos
pequenos (p.ej., capilares, vénulas o arteriolas). Tipicamente afecta
la piel, el intestino y el glomérulo y se asocia con artralgias o artritis.

Vasculitis con depdsitos de crioglobulinas que afecta vasos pequefios
(p.€j., capilares, vénulas o arteriolas) y asociada a la presencia de
crioglobulinas séricas. Con frecuencia se afectan la piel y el
glomérulo.

Angeitis leucocitoclastica cutanea aislada sin vasculitis sistémica o
glomerulonefritis.
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Capilar VaALUlE

Wena
Arteriola

Arteria pequefia

Arteria de mediano
y gran calibre

Angeitis leucocitockstica cutanea

Plrpura de Henoch-Schdnlein v crioglobulinemia mixta
esencial

Poliarteritis microscopica

Granulomatosis de Wegener vy sindrome de Churg-Strauss
—— Poliarteritis nudosa v enfermedad de Kawasaki
=== Arteritis de celulas gigantes y arteritis de Takayasu

Figura 1. Clasificacion de las vasculitis segun el tamafio de vasos afectados.
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Tabla 3. Clasificacion de los sindromes vasculiticos segun Lie* [10].

Vasculitis primarias

Vasculitis con afectacion de grandes, medianos y pequeios vasos

Arteritis de Takayasu
Arteritis de células gigantes

Angeiitis aislada del sistema nervioso central
Vasculitis con afectacion predominante de vasos de mediano y pequefio calibre

Poliarteritis nudosa
Sindrome de Churg-Strauss

Granulomatosis de Wegener
Vasculitis con afectacion predominante de vasos de pequeiio calibre

Angeitis microscépica
Sindrome de Schonlein-Henoch

Angeitis cutanea leucocitoclastica
Miscelanea

Sindrome de Behget
Enfermedad de Buerger
Sindrome de Cogan

Enfermedad de Kawasaki

Vasculitis secundarias

Vasculitis relacionadas con infecciones

Vasculitis secundarias a enfermedades del tejido conectivo

Vasculitis relacionadas con hipersensibilidad a farmacos

Vasculitis secundaria a crioglobulinemia mixta esencial

Vasculitis relacionada con neoplasias

Vasculitis urticarial hipocomplementémica

Vasculitis post-trasplante de 6rgano

Sindromes pseudovasculiticos (sindrome antifosfolipido, mixoma atrial,

endocarditis, sindrome de Sneddon).

*Lie JT: Nomenclature and classification of vasculitis: Plus ga change, plus c’est la meme chose (editorial). Arthritis
Rheum 1994;37:181-86.



Introduccién

2. Etiopatogenia de las vasculitis primarias

Las vasculitis constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades con la
caracteristica comun de que las paredes de los vasos sanguineos son el
organo diana. Las alteraciones histopatologicas en la pared vascular
producidas por la inflamacion, son consecuencia tanto de la accion de
mecanismos inmunolégicos como de la respuesta especifica de la pared
vascular [18]. En las formas de vasculitis primarias o idiopaticas, el agente
etiolégico que desencadena la respuesta inmune causante del dafo
histopatolégico es, por definicion, desconocido [19]. En el dafo vascular
resultante en los diferentes tipos de vasculitis se han implicado multiples
mecanismos inmunoldgicos, entre los que destacan el depdsito de
inmunocomplejos, los anticuerpos anti-célula endotelial y anti-citoplasma de
neutrofilo y la inmunidad celular mediada por linfocitos T. Estos mecanismos no
son excluyentes entre si ni exclusivos de un tipo determinado de vasculitis y
pueden actuar conjuntamente para mantener o aumentar el dafo vascular [20].
La localizacion y el tipo de dafo tisular puede depender de las propiedades
diferenciales de cada lecho vascular. Los diferentes sindromes vasculiticos son
consecuencia de variaciones en el tipo de respuesta celular endotelial, de los
diferentes procesos inmunolégicos y de las propiedades de cada lecho
vascular, lo que acaba determinando la localizacion de la enfermedad [1]
(Figura 11).

2.1. Mecanismos patogénicos especificos

a) Inmunocomplejos

El depdsito de inmunocomplejos circulantes fue uno de los primeros
mecanismos propuestos como causante de vasculitis necrotizante [21]. Los

complejos inmunes circulantes formados en presencia de un exceso de
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antigeno, pueden no ser totalmente eliminados por el sistema mononuclear
fagocitico y depositarse en la pared vascular. Asimismo, pueden originarse
complejos inmunes directamente en los vasos [7]. En los tejidos, los
inmunocomplejos inician los mecanismos inmunopatogénicos a través de la
activacion del complemento [22], cuyos productos de degradacion dan lugar,
por una parte, al complejo de ataque de la membrana que produce citdlisis v,
por otra, actuan atrayendo neutrofilos, cuyas enzimas lisosémicas contribuyen
a la destruccion de la pared vascular [7]. Este mecanismo patogénico parece
ser el principal en las vasculitis leucocitoclasticas [23], la purpura de Henoch-
Schonlein [24], la crioglobulinemia mixta [25] y, probablemente, las vasculitis

necrosantes del grupo de la poliarteritis nudosa (PAN) [26].

b) Anticuerpos anti-célula endotelial

Los anticuerpos anti-célula endotelial (AACE) constituyen un grupo
heterogéneo de anticuerpos que se han descrito en muchas enfermedades
como la purpura trombdtica trombocitopénica, la esclerosis multiple, el
hipoparatiroidismo autoinmune, el sindrome hemolitico urémico y en muchas
enfermedades reumaticas, incluyendo multiples vasculitis sistémicas, como la
granulomatosis de Wegener, la poliarteritis microscopica, la enfermedad de
Kawasaki, la tromboangeitis obliterante, la enfermedad de Behget y la arteritis
de Takayasu [27]. Los AACE son un grupo de autoanticuerpos dirigidos contra
una variedad de autoantigenos endoteliales, aunque los antigenos reconocidos
por estos anticuerpos generalmente no son especificos de las células
endoteliales, sino que en la mayoria de los casos también reaccionan con otras
células como fibroblastos y/o células mononucleares de la sangre periférica
[28]. En la granulomatosis de Wegener y en la poliarteritis microscépica, los
titulos de estos anticuerpos se correlacionan con la actividad de la enfermedad
[29], lo que sugiere que dichos anticuerpos tienen un papel en la induccion del

dafio vascular, aunque esto no excluye la posibilidad de que sean generados
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como consecuencia del dafio vascular [28]. En estudios experimentales se ha
observado que estos anticuerpos pueden activar las células endoteliales [30],
inducir su apoptosis [31] y causar citotoxicidad dependiente de complemento
[32].

c) Anticuerpos anti-citoplasma de neutrdfilos

Los anticuerpos anti-citoplasma de neutrofilos (ANCA) reconocen
constituyentes del citoplasma de los neutrofilos. Dos autoantigenos principales
se han identificado en el interior de los granulos azurdfilos: la proteinasa 3
(PR3) y la mieloperoxidasa (MPO). Los ANCA anti-PR3 (PR3-ANCA) son
altamente sensibles y especificos para la granulomatosis de Wegener y los
ANCA anti-MPO (MPO-ANCA) estan presentes en una proporcion variable de
pacientes con poliarteritis microscépica y con glomerulonefritis necrotizante con
formacion de semilunas [33], aunque se han encontrado casos anecdoticos con
coexistencia de ambas especificidades antigénicas en el mismo paciente [34].
Los cambios en los titulos de PR3-ANCA y posiblemente MPO-ANCA parecen
relacionarse con cambios en la actividad de la enfermedad en algunos estudios
[35, 36]. En estudios in vitro, se ha demostrado claramente el potencial de
estos anticuerpos de interaccionar con los leucocitos polimorfonucleares,
produciendo su activacion y aumentando su actividad destructiva hacia las
células endoteliales a través de los productos téxicos liberados por los
polimorfonucleares activados [37, 38]. Por otra parte, modelos experimentales

in vivo también apoyan un papel patogénico de los MPO-ANCA [39, 40].

d) Respuesta inmunoldgica mediada por células T

Los estudios inmunopatolégicos han demostrado que en diversos
sindromes vasculiticos, como la poliarteritis nudosa [41], la enfermedad de
Kawasaki [42], la arteritis de células gigantes [43], la enfermedad de Takayasu

[44] y la granulomatosis de Wegener [45], el infiltrado inflamatorio esta
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principalmente formado por linfocitos T activados y macréfagos. Estos
hallazgos apuntan que la respuesta inmune mediada por células T es clave en
la patogenia de estas vasculitis. Los mecanismos por los que los linfocitos T
son activados para producir dafio vascular parecen ser heterogéneos y pueden
variar entre los diferentes sindromes vasculiticos [20]. En las diferentes
lesiones vasculiticas se han encontrado tanto células T CD4+ con restriccion
MHC clase Il, como células CD8+ con restriccion MHC clase |. En las paredes
vasculares de pacientes afectos de arteritis de Takayasu se han identificado
linfocitos citotoxicos CD8+ secretantes de perforina [44]. Las arterias
temporales de pacientes con arteritis de células gigantes contienen
primariamente macrofagos y linfocitos CD4+ productores de interleucina-2 (IL-
2) e interferon-gamma (IFN-y) [46]. Los linfocitos CD4+ son activados por el
reconocimiento de un péptido especifico en asociacién con una molécula de la
clase MHC Il en la superficie de una célula presentadora de antigeno. Tras su
activacion, secretan factores solubles como interleucina-2 (IL-2) y 6 (IL-6), IFN-
v, factor de necrosis tumoral (TNF) y factor de crecimiento de colonias de
granulocitos (GCSF) que contribuyen al reclutamiento y a la activacion de
células efectoras entre las que se incluyen células T citotdxicas, células B,
macrofagos y células natural killer (NK), las cuales, bien directamente o a
través de la secrecion de diferentes interleucinas, contribuyen al dafno vascular
[47].

2.2. Respuesta vascular

Una vez en la pared de los vasos, las células inflamatorias segregan
citocinas y factores de crecimiento. La pared arterial no permanece pasiva ante
el insulto inmune dirigido contra ella, desarrollando un programa de respuesta
al ataque que, aunque inicialmente parece tener como objetivo la proteccion y

reparacion vascular, con frecuencia se convierte en una respuesta
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maladaptativa, que exacerba el dafo vascular, retrasa la curacion y produce
cambios estructurales y funcionales en los vasos, perjudiciales para el paciente
[18]. Estos cambios vasculares resultantes de una respuesta maladaptativa a
los mediadores segregados por las células inflamatorias, son responsables de
la mayor parte de las manifestaciones clinicas y complicaciones isquémicas de
los pacientes con vasculitis. Las manifestaciones clinicas focales con
frecuencia son secundarias a la disfuncion de los 6rganos isquémicos, como
consecuencia de la deficiente irrigacion por los vasos afectados. La oclusion
vascular puede estar producida por vasoespasmo, trombosis y/o hiperplasia
intimal. En los ultimos anos se ha demostrado que distintos mediadores
liberados durante la inflamacién poseen actividades vasoactivas, como la
sintetasa de 6xido nitrico (NOS), protrombéticas, como la IL-1 y TNF, e inducen
hiperplasia celular, como el factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF) [48-50]. Por otro lado, citocinas como la IL-1, TNF e IFN-y, presentan
actividad quimiotactica y contribuyen a mantener los infiltrados inflamatorios
atrayendo a los leucocitos que penetran en los vasos gracias a la induccion de
moléculas de adhesion [51]. Otros factores de crecimiento con actividad
angiogénica pueden contribuir a la neovascularizacion que ocurre en la pared
arterial en algunas vasculitis como la poliarteritis nudosa [41] y la arteritis
temporal [52]. Los vasos neoformados proporcionarian nuevos caminos a
través de los cuales los leucocitos pueden infiltrar la pared vascular y contribuir
al mantenimiento de la inflamacion. En las arterias temporales de pacientes con
arteritis de células gigantes se ha observado que existen cantidades
importantes de aldolasa reductasa, una enzima que funciona mediante la
detoxificacion de productos toxicos resultantes de la peroxidacion lipidica que
tiene lugar durante el proceso inflamatorio y, por tanto, supone un mecanismo
de defensa oxidativo. Lo que todavia no se conoce es qué células son las
beneficiaras de este mecanismo protector. En el caso de que evitara la

apoptosis de las células de musculo liso, se limitaria claramente el dafio de la
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pared vascular. Sin embargo, las células mononucleares del infiltrado
inflamatorio producen altas concentraciones de aldolasa reductasa en su
citoplasma lo que podria protegerlas de los efectos citopaticos de los
metabolitos téxicos del oxigeno, lo que en ultimo término seria desfavorable

para el paciente ya que amplificaria el insulto inmune [53].

Un mejor conocimiento de la contribucion de la respuesta maladaptativa
vascular a la enfermedad, probablemente abrirdA nuevas areas de

intervenciones terapéuticas [18].

2.3. Moléculas de adhesion celular

Independientemente de los mecanismos inmunoldgicos que
primariamente producen la inflamacion vascular, los leucocitos son reclutados
en el foco inflamatorio a través de sus interacciones dinamicas con las células
endoteliales y la matriz extracelular mediadas por moléculas de adhesién [54].
Estas se pueden agrupar en tres familias principales segin su estructura
molecular: las selectinas, las integrinas y la superfamilia de las

inmunoglobulinas [55, 56].

Las selectinas son las moléculas de adhesion que vehiculizan el
contacto inicial en las interacciones leucocito/endotelio. Son glucoproteinas de
membrana. Se conocen 3 selectinas: E, P y L. La selectina E es inducida en la
célula endotelial por diversas citocinas como la IL-1 y el TNF. La selectina P se
sintetiza en las plaquetas y en el endotelio, donde se almacena y es trasladada
a la superficie celular por el influjo de mediadores de la inflamacién aguda
como la trombina, la histamina y el leucotrieno C4. Algunas citocinas como el
TNF-a también inducen su sintesis en la célula endotelial. La selectina L se
expresa en todos los leucocitos circulantes excepto en algunas subpoblaciones

de linfocitos T de memoria. Después de la activacion linfocitaria se desprende
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de la membrana celular. Los ligandos de las selectinas son hidratos de carbono

especificos.

Las integrinas son proteinas heterodiméricas presentes en una amplia
variedad de estirpes celulares. Constituyen los principales receptores que
interaccionan con proteinas de la matriz extracelular y algunas también
participan en interacciones intercelulares. Las integrinas se expresan
constitutivamente en los leucocitos y, aunque su expresién puede ser
modulada, su regulacion es principalmente funcional. Su expresion no es
uniforme en todos los leucocitos. Las integrinas consolidan las interacciones
iniciadas por otras moléculas de adhesién, principalmente las selectinas.
También son moléculas transductoras de sefales y al unirse a sus
contrarreceptores producen importantes cambios funcionales en los leucocitos.
Su conexién con el citoesqueleto celular hace que tengan un papel importante

en el proceso de migracion.

Los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas se caracterizan
por contener los denominados dominios inmunoglobulinicos, que consisten en
dos laminas peptidicas en estructura beta-plegada y en disposicion antiparalela
estabilizadas por puentes disulfuro. Las principales moléculas de adhesion que
pertenecen a esta familia son ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3 (contrarreceptores de
la integrina LFA-1), VCAM 1 (que interacciona con las integrinas VLA-4 y a.4f37),
LFA-3 (que interacciona con la inmunoglobulina CD2) y PECAM-1 (que
interacciona de manera homofilica con ella misma y también con la integrina
avBs). Todas ellas, excepto ICAM-3 se expresan en la célula endotelial en
condiciones basales o después de la induccién con citocinas y participan en las
interacciones leucocito/endotelio. ICAM-3 se expresa constitutivamente en los
linfocitos no estimulados y en células presentadoras de antigenos. Se han

descrito otras moléculas de adhesion que pertenecerian a otras familias [57].
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En el plasma humano y en otros liquidos biolégicos se han detectado
selectinas circulantes y algunos miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Las formas solubles de las moléculas de adhesion se
desprenden de la membrana celular mediante lisis enzimatica o bien son
generadas directamente como variantes solubles a las que les faltan los
dominios transmembrana y citoplasmatico. Estas formas circulantes de
moléculas de adhesion probablemente tienen una funcién reguladora, pero su
significado biolégico no estd completamente claro. Se pueden detectar niveles
elevados en una variedad de procesos, incluyendo infecciones, neoplasias y
enfermedades inflamatorias crénicas [58]. Debido a que las formas solubles de
moléculas de adhesion son liberadas por las células endoteliales tras ser
estimuladas por citocinas, se piensa que los niveles elevados de dichas
moléculas son consecuencia de la activacion de las células endoteliales en
respuesta al estimulo inflamatorio. Las moléculas de adhesion de las células
endoteliales ICAM-1 y VCAM-1 también son expresadas y liberadas por
linfocitos activados y macrofagos. Por consiguiente, su elevacion puede reflejar
activacion inmune y no necesariamente significa activacion o dano de las

células endoteliales [20].

La transicion de un leucocito circulante a un leucocito adherente que
infiltra los tejidos requiere una serie de acontecimientos coordinados. En primer
lugar, cuando un estimulo adecuado induce al endotelio a expresar selectinas y
a los leucocitos ligandos para las selectinas, los leucocitos circulantes en las
vénulas postcapilares se enlentecen y ruedan sobre la superficie endotelial.
Este fendmeno estd mediado principalmente por interacciones entre
carbohidratos y selectinas [59]. Posteriormente, las integrinas leucocitarias,
basalmente en conformaciéon no adherente, se activan, a través de factores
solubles (quimiocinas o citocinas quimiotacticas) [58] o de otras interacciones
celulares que implican moléculas coestimuladoras [60]. Los contrarreceptores

de las integrinas leucocitarias pueden ser expresados constitutivamente por la
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célula endotelial, inducidos o sobreexpresados por el estimulo de citocinas,
fundamentalmente la IL-1, el TNF-a y el IFN-y [59]. Mediante la interaccion de
integrinas e inmunoglobulinas se produce la adhesién fuerte, la extensiéon de
los leucocitos sobre el endotelio y la subsecuente transmigracion a través de
las uniones intercelulares hacia el estimulo quimiotactico [61]. Finalmente, los
leucocitos interaccionan con proteinas de la matriz extracelular,

fundamentalmente a través de determinadas integrinas [62].

Las interacciones mediadas por las moléculas de adhesion forman parte
de la respuesta inflamatoria fisiolégica al dafio, pero en una serie de patologias
inflamatorias cronicas, se observa la expresion persistente de ligandos en las
células endoteliales o la activacidn excesiva de las integrinas leucocitarias, lo
que probablemente contribuye al reclutamiento leucocitario persistente en los

tejidos afectados [63].

El conocimiento sobre la expresion de las moléculas de adhesion en las
vasculitis es limitado. Distintos trabajos encuentran una mayor expresion de
algunas de estas moléculas en la superficie de las células endoteliales de los

leucocitos infiltrantes en pacientes afectos de vasculitis [64-66].

Las interacciones mediadas por las moléculas de adhesién parecen ser
muy importantes en el desarrollo final de los infiltrados vasculares en las
vasculitis. Se cree que varios de los mecanismos patogénicos que participan en
la inflamacion y el dafo vascular, en algun punto producen aumento de la
expresion o la funcion de las moléculas de adhesion. Las citocinas inductoras,
producidas por linfocitos activados y macrofagos durante el proceso inmune
especifico, pueden ser detectadas en lesiones vasculiticas y coexisten con una
expresion aumentada de moléculas de adhesion [64]. La unién de los ANCA a
las células endoteliales aumenta la expresion de las moléculas de adhesion
[67]. ElI dano vascular mediado por imunocomplejos y por el complemento

también requiere la expresion y funcion de las moléculas de adhesion [68].
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Debido a que la regulacion de la expresion de moléculas de adhesion
puede variar entre diferentes lechos vasculares, resulta razonable especular
que la expresion diferencial de moléculas de adhesion podria ser responsable
en parte de los patrones especificos de afectacidbn vascular en algunas

vasculitis [20].

El bloqueo de los eventos adhesivos de las moléculas de adhesién
mediante anticuerpos monoclonales o ligandos solubles ha resultado efectivo
en la prevenciéon de lesiones en diversos modelos animales de enfermedades
autoinmunes humanas [69]. Esto ha llevado a especular sobre posibles nuevas
opciones terapéuticas para enfermedades inflamatorias crénicas, entre ellas las

vasculitis [20].

En distintas vasculitis se han detectado cantidades elevadas de
moléculas de adhesion circulantes. En algunos estudios las concentraciones de
dichas moléculas circulantes se correlacionan con las concentraciones de
citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, y con las de proteinas de fase
aguda [70]. Los resultados de algunos estudios sugieren que, aunque las
concentraciones de moléculas de adhesion solubles disminuyen cuando los
pacientes estan en remision clinica, pueden no volver a la normalidad. Estos
hallazgos pueden reflejar una exposicion persistente de las células endoteliales
a un microentorno moderadamente inflamatorio. La utilidad de las moléculas de
adhesion para el desarrollo de nuevas terapias asi como en la toma de
decisiones clinicas a la hora de ajustar el tratamiento o suspenderlo todavia

necesita ser estudiada en profundidad.
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2.4. Factores dependientes del huésped

a) Predisposicion genética

En algunas vasculitis sistémicas se ha encontrado la existencia de una
predisposicion genética. Los alelos del HLA-DRB1*'04 del sistema mayor de
histocompatibilidad se asocian a un mayor riesgo de padecer arteritis de
células gigantes [71-73]. La enfermedad de Takayasu es mas frecuente en
mujeres jévenes de origen hispanico o del sureste asiatico y en algunas etnias
se ha asociado la susceptibilidad a padecer la enfermedad con algunos
antigenos HLA, concretamente con el HLA-B5 en la India y el HLA-B52 y B-
39.2 en el Japdn [74, 75].

b) Factores hormonales

Algunas vasculitis, como la enfermedad de Takayasu, afectan
preferentemente a mujeres en edad fértil lo que ha llevado a sugerir que las
hormonas sexuales pueden modular los mecanismos inmunitarios que
producen la lesién vascular o la respuesta del propio vaso a la inflamacion.
Recientemente se ha demostrado que la célula endotelial tiene receptores
estrogénicos funcionales y que los estrégenos regulan las vias a través de las
cuales determinadas citocinas, como el TNF, inducen la expresion de

moléculas de adhesion endoteliales por los leucocitos [51].

c) Edad

Algunas vasculitis, como la enfermedad de Takayasu y la arteritis de
células gigantes, estan claramente restringidas a unos limites de edad estrictos.
La arteritis de células gigantes se diagnostica practicamente en todos los casos

en individuos mayores de 50 afos [76, 77]. Se ha especulado que los cambios

19



Introduccién

sufridos por el sistema inmune con el envejecimiento contribuirian a la

patogenia de esta vasculitis [77].

2.5. Otros factores patogénicos

a) Agentes infecciosos

Agentes infecciosos, principalmente virus, han sido implicados en un
subgrupo de pacientes con poliarteritis nudosa, crioglobulinemia mixta y otras
vasculitis. La poliarteritis nudosa se asocia a la infeccién por el virus de la
hepatitis B hasta en una tercera parte de los casos [78, 79]. El virus de la
hepatitis C se ha encontrado asociado a la poliarteritis nudosa [80] y a la
crioglobulinemia mixta [81]. Otros virus descritos asociados a las vasculitis son
el parvovirus B19 [82, 83] y el virus de la inmunodeficiencia humana [84, 85].
Diferentes estudios sugieren que estos virus participan en la patogenia de las
vasculitis a las cuales se asocian [79-81, 84]. Un estudio encontré6 que
Chlamydia pneumoniae estaba relacionada con casos de arteritis de células
gigantes [86], aunque otros autores no han corroborado esta asociacion [87-
90]. Ademas, se han descrito vasculitis en lesiones propias de diversas
enfermedades infecciosas bacterianas (sifilis, rickettsiosis), micobacterianas

(tuberculosis) y fungicas (aspergilosis, candidiasis) [91].

b) Farmacos

Aproximadamente en la mitad de los pacientes con vasculitis
leucocitoclastica existe el antecedente de ingesta de algun farmaco, por lo que

se ha apuntado su posible papel etiopatogénico en esta vasculitis [92].
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3. Arteritis (temporal) de células gigantes

3.1. Concepto

La arteritis de células gigantes (ACG), también conocida como arteritis
temporal, arteritis craneal, arteritis granulomatosa y arteritis de Horton, es una
vasculitis granulomatosa sistémica de etiologia desconocida, que afecta de
forma predominante a vasos de mediano y gran calibre [93]. No todas las zonas
del arbol arterial son igualmente susceptibles a esta vasculitis, siendo las zonas
afectadas con mas frecuencia las ramas de la aorta que irrigan las

extremidades superiores y las arterias craneales [94].

En las ultimas décadas, se ha reconocido que es una enfermedad
heterogénea que puede manifestarse con diversas presentaciones clinicas,
dependiendo de la zona del arbol vascular afecta. A la forma de presentacion
clasica, patron craneal de la ACG, con afectacidén de arterias craneales,
incluyendo la arteria temporal, se ha anadido la descripcion de una variante
clinica, forma sistémica de la ACG, con predilecciéon por los grandes vasos,
esto es, el cayado adrtico y sus principales ramas [95]. A pesar de las
diferencias clinicas entre estas variantes de la enfermedad, en funcion del
tropismo tisular en cada caso, existen datos comunes a ambas, como
similaridades en la asociacion HLA-DRB1, la frecuente demostracién de arteritis
temporal en la biopsia de pacientes que presentan afectacion de grandes vasos
por la ACG, la respuesta terapéutica a los glucocorticoides y la asociacion con
polimialgia reumatica (PMR), que apoyan que ambas formas de presentacién

derivan de una misma entidad patogénica [96].

La PMR es un sindrome clinico caracterizado por dolor y rigidez matutina
a nivel proximal de las extremidades junto con elevacion de los reactantes de

fase aguda [97]. No existen criterios universalmente aceptados para su
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diagndstico, aunque con frecuencia se utilizan los propuestos por Chuang y
cols. [97] o los de Healey [98] (Tabla 4). Entre un 50 y un 75% de los pacientes
con ACG también padecen PMR [99, 100]. No esta claro si estas dos
patologias son entidades diferentes que con frecuencia aparecen juntas o si
son manifestaciones diferentes de un mismo proceso patoldgico, aunque la

gran mayoria de los autores tienden a apoyar esta ultima posibilidad [101].

Tabla 4. Criterios para el diagnéstico de polimialgia reumatica.

Criterios de Chuang y cols.* [97]

e Edad al inicio de la enfermedad > 50 afios

e Dolor y rigidez de mas de 1 mes de duracién en al menos dos de las siguientes areas:
cuello, cintura escapular y/o pelviana.

¢ Velocidad de sedimentacion globular > 40 mm/hora

e Exclusién de otros posibles diagndsticos, excepto la arteritis de células gigantes

Criterios de Healey* [98]

e Dolor que persista como minimo un mes al menos en dos de las siguientes areas: cuello,
cintura escapular y pélvica.

¢ Rigidez matutina de mas de una hora de duracion.

e Rapida respuesta al tratamiento con dosis bajas de corticoides (< 20 mg/dia)

e Ausencia de otras enfermedades capaces de producir los sintomas musculoesqueléticos

e Edad de inicio > 50 afios

o Velocidad de sedimentacion globular > 40 mm/hora

*Todos los criterios deben estar presentes para el diagnéstico de polimialgia reumatica.

Por otra parte, cabe puntualizar que aunque la vasculitis de la arteria

temporal se ha asociado clasicamente con |a”arteritis temporal”’, de Horton o
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ACG, los estudios histologicos han demostrado que dicha arteria puede estar

afectada por otros tipos de vasculitis sistémica [102].

3.2. Epidemiologia

La ACG afecta casi exclusivamente a personas mayores de 50 afos vy,
aproximadamente el 90% de los pacientes tienen mas de 60 afnos en el
momento del inicio de la enfermedad [103]. Es mas frecuente en mujeres que
en hombres, con un ratio mujer:hombre de 2-3:1 [104]. La ACG es mucho mas
frecuente en personas de la raza caucasica que de la raza negra, asiatica o
hispanica [104, 105].

La ACG es la variedad de vasculitis sistémica mas frecuente [106]. La
incidencia exacta es desconocida, aunque diversos estudios epidemioldgicos
coinciden en observar una incidencia 10 veces superior en paises del norte de
Europa y en regiones del norte de Estados Unidos, pobladas con emigrantes
del norte de Europa, que en paises de latitudes mas al sur. Las tasas de
incidencia anuales en personas mayores de 50 anos, establecidas en estudios
poblacionales, varian desde regiones de latitud norte como 17,0 por 100.000 en
Olmsted County, Minnesota [104] y 18,3 por 100.000 en Goterborg, Suecia
[105], hasta paises de latitud sur con cifras de incidencia significativamente
inferiores como 1,58 por 100.000 en Shelby County, Tennessee [107]y 0,4 por
100.000 en Israel [108]. En el norte de Espafia, en Lugo, se ha observado una

tasa de incidencia anual media de 11,1 por 100.000 [109].

Diversos estudios epidemiolégicos han observado un progresivo
aumento de la incidencia de esta patologia en diferentes areas geograficas a lo
largo del tiempo, sin poder aclarar los factores responsables de dicho aumento,
asi como un aumento de su incidencia con la edad [104, 105, 107, 109]. En la

actualidad, se ha aceptado que la ACG es una causa importante de morbilidad
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en pacientes de edad avanzada. Se considera como uno de los diagndsticos
iniciales a tener en cuenta en personas de edad media o0 avanzada que refieran
sintomas tales como dolor musculoesquelético generalizado, cefalea, deterioro
del estado general y/o fiebre de origen desconocido, junto con una elevacion
inexplicada de la velocidad de sedimentacion globular [105], que son los

sintomas mas tipicos de esta patologia como se explicara mas adelante.

3.3. Anatomia patoldgica

La ACG muestra un tropismo muy claro por arterias que presentan una
lamina elastica muy bien desarrollada, respetando capilares, arteriolas y venas.
No todos los territorios del arbol arterial son igual de susceptibles a esta
vasculitis, siendo las arterias que se originan del arco adrtico las que se afectan
con mas frecuencia [95]. Por su accesibilidad, la biopsia de la arteria temporal
es la que se utiliza con mas frecuencia para la confirmacion histologica de esta

patologia.

La organizacion basica de la pared de todas las arterias es parecida. En

ella pueden distinguirse una serie capas concéntricas:

1) La tunica intima, capa interna cuyas células por lo general tienen su eje
mayor orientado longitudinalmente. Esta formada por el endotelio, un
epitelio plano delgado, separado de la elastica interna por tejido
conjuntivo laxo que contiene unos pocos fibroblastos, raras células
musculares lisas y escasas fibras elasticas y colagenas. El endotelio
proporciona al vaso una capa limitante lisa y una barrera de difusién
parcialmente selectiva entre la sangre y las otras capas de la pared

vascular.

2) La /amina eléastica interna, particularmente bien desarrollada en las

arterias de mediano calibre, que consiste en un grupo de fibras elasticas
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que constituyen el limite entre la tunica intima y la tunica media. Es la

primera de muchas laminas de elastina que se encuentran en la media.

La tdnica media, capa intermedia constituida predominantemente por
laminas de elastina dispuestas circularmente e interconectadas entre si
por finos cordones de elastina orientados radialmente. Los espacios
entre las laminas elasticas estan ocupados por largas fibras musculares
lisas, algunos fibroblastos acompanados de fibras colagenas y otros

componentes de la matriz extracelular.

La lamina elastica externa, generalmente mucho mas delgada que la
elastica interna, que separa la tunica media y la adventicia. Es
simplemente la mas periférica de las muchas laminas elasticas de la

media.

La tunica adventicia, capa externa constituida por fibroblastos y haces de
colageno de orientacion predominantemente longitudinal y por una red
laxa de fibras elasticas delgadas. Esta capa se funde gradualmente con
el tejido conjuntivo que acompafa a todos los vasos sanguineos. En la
adventicia y penetrando en la media hasta una cierta distancia en los
vasos de mediano y gran calibre, existen los vasa vasorum, vasos
pequefios que constituyen una microvascularizacion propia de aquellos
vasos que son demasiado grandes para que la totalidad de su pared sea

nutrida por difusién a partir de la luz vascular [110] (Figura 3 y 4).
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Figura 3. Corte transversal de una arteria. Izquierda: tefiido con hematoxilina-

eosina. Derecha: tefido con tincidn de fibras elasticas.orceina.

Elastica interna
Endotelio

Figura 4. Dibujo esquematico de la estructura de una arteria de calibre medio.
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Debido a que la ACG raramente afecta a pacientes de menos de 50
anos, la interpretacion correcta de los hallazgos histolégicos en las biopsias de
arterias temporales requiere el conocimiento de los cambios sufridos por dichas
arterias relacionados con la edad. En general, estos cambios en las paredes
vasculares se inician en la infancia y continuan lentamente hasta la vejez. Se
caracterizan primordialmente por un engrosamiento intimal progresivo y por una
alteracion de la lamina elastica interna. Al describir los cambios de las arterias
temporales relacionados con la edad, Lie y cols. [111]. han utilizado el término
de “arterioesclerosis”, en un sentido amplio, sin querer hacer referencia a una
etiologia especifica, evitando el término de aterosclerosis, ya que en raros
casos se observa el acumulo de material lipidico en las paredes de estas
arterias, a diferencia de lo que se ha observado en otras arterias de calibre
similar como las radiales y las coronarias. En aproximadamente una quinta
parte de las arterias de los pacientes mayores de 50 afios casi invariablemente
se observan calcificaciones en las regiones cercanas a la lamina elastica
interna y ocasionalmente se extienden hacia la media. Las arterias se pueden
clasificar arbitrariamente en cuatro patrones basicos, que representarian la

progresiva gravedad de la arteriosclerosis.

1) Patron infantil (Arteriosclerosis grado 0). Observado solo en fetos y nifios

menores de 5 anos. Las arterias de este grupo presentan las
caracteristicas histolégicas de las arterias de mediano tamafio normales
descritas en los libros clasicos de histologia. La tunica intima esta
formada unicamente por una capa endotelial que parece estar pegada a
la lAmina elastica interna que aparece intacta. La media esta compuesta
por menos de 10 capas de células de musculo liso circulares entre las
que existe escaso colageno y sélo unas pocas fibras elasticas. La lamina

elastica externa es imperfecta y poco definida.
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Patrén juvenil (Arteriosclerosis grado 1). Es el patrén predominante en

las arterias de personas de 5 a 30 afnos y raramente se observa después
de la cuarta década. El acumulo subendotelial de tejido musculo-elastico
se traduce en la existencia de una tunica intima como un componente
diferenciado e integral de la pared arterial. El engrosamiento global de la
intima rara vez supera la mitad del grosor de la media y no se produce
de manera uniforme en todas las partes de la arteria. La proliferacion
intimal comienza aparentemente con una reduplicacion de la lamina
elastica interna en dos o mas filas irregulares y onduladas de fibras
elasticas accesorias situadas entre la lamina elastica interna y el
endotelio. Un numero variable de células de mdusculo liso quedan
incluidas entre esas fibras. Se producen concentraciones focales de esta
actividad proliferativa que resulta en la formaciéon de cojines musculo-
elasticos en forma de duna en los que las células de musculo liso se
alinean longitudinalmente envueltas por una red de fibras elasticas. La
lamina elastica interna se mantiene bastante intacta salvo por pequefas
rupturas puntuales o su ausencia junto a los cojines musculo-elasticos.

No existen cambios evidentes en la media.

Patron adulto (Arteriosclerosis grado 2). Este patron se encuentra en la

mayoria de las arterias de pacientes en la cuarta, quinta y sexta décadas
y se caracteriza por un engrosamiento intimal difuso que con frecuencia
iguala o excede el grosor de la media. Es frecuente la fragmentacion de
la lamina elastica interna. El aumento de las fibras de colageno en la
intima produce la desorganizacion y la separaciéon de las células de
musculo liso. La media contiene una mayor cantidad de colageno y esta

formada por entre 10 y 15 capas de células de musculo liso.

Patrén senil (Arteriosclerosis grado 3). La mayoria de las arterias de

pacientes mayores de 70 afios muestran este patrén. La intima con
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frecuencia muestra el doble de grosor que la media, debido, bien a un
mayor aumento del tejido conectivo intimal, a una atrofia de la media o a
ambos. La lamina elastica interna frecuentemente esta tan degenerada
que es dificil diferenciarla del resto de las fibras elasticas intimales. La
degeneracion de las fibras elasticas se asocia con una tincion irregular y
pérdida de afinidad por las tinciones convencionales de fibras elasticas.
En la intima se observan solo escasas células de musculo liso. El tejido
fibro-colageno intimal estd organizado en dos zonas: una capa
colagenosa densa interna, con escasas fibras elasticas, y una capa

elastica hiperplasica externa.

Las alteraciones anatomopatolégicas caracteristicas de la arteritis
temporal que se superponen a los cambios arteriales relacionados con la edad,
consisten en un infiltrado inflamatorio en los vasos afectados asociado con una
degeneracion marcada de la lamina elastica interna [112]. La afectacién es
caracteristicamente focal y segmentaria. El cuadro histolégico clasico de la
ACG, observado en el 50% de los casos, consiste en una inflamacién
granulomatosa en la cual las células gigantes estan generalmente cerca de la
union de la media con la intima. El otro 50% presenta una panarteritis con un
infiltrado inflamatorio mixto con predominio de células linfomononucleares, con
ocasionales neutrofilos y eosinofilos pero sin células gigantes; por tanto, la
presencia de células gigantes, aunque caracteristica, no se requiere para el
diagnodstico [17]. La afectacion de la intima es frecuente y se caracteriza por
una proliferacion celular de fibroblastos y células miointimales que produce
edema y disminucion de la luz vascular lo que en ocasiones da lugar a oclusion
del vaso [113], dato que diferencia esta hiperplasia de la simplemente
relacionada con la edad que no compromete la luz vascular [112]. En algunos
casos aislados la unica alteracion histolégica que se observa consiste en una

vasculitis de los pequefios vasos que rodean la arteria temporal normal [114].
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3.4. Manifestaciones clinicas

El inicio de los sintomas de la ACG puede ser abrupto o insidioso, pero
en la gran mayoria de los casos, los sintomas estan presentes durante
semanas 0 meses antes de que se establezca el diagnostico [115]. En general,
los pacientes con ACG presentan sintomas y signos que son bien de tipo
general o secundarios a la isquemia vascular [116]. Asimismo, también es

frecuente la existencia de sintomas de polimialgia reumatica.

3.4.1. Sintomas generales

Los sintomas generales como astenia, anorexia, malestar general,
anemia, pérdida de peso y fiebre, estan presentes en la gran mayoria de los
pacientes, y en ocasiones constituyen la forma de presentacion de la
enfermedad [117]. Esta forma de inicio, no es infrecuente en personas de edad
avanzada, lo que hace recomendable que la ACG sea incluida en el diagndstico
diferencial de cualquier paciente con fiebre de origen desconocido, anemia o

pérdida de peso [118].

3.4.2. Manifestaciones clinicas secundarias a la isquemia vascular

En algun momento de la evolucion de la enfermedad, un alto porcentaje
de los pacientes con ACG presenta sintomas y signos relacionados con la
inflamacion de las arterias y secundarios a la subsecuente isquemia. Se
pueden dividir en dos grupos, segun el territorio arterial afectado: a)
secundarios a afectacion de arterias craneales; b) secundarios a afectacion de

arterias extracraneales.
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a)

Manifestaciones clinicas secundarias a afectacién de arterias craneales

En el caso de afectacion de las arterias craneales las manifestaciones

clinicas mas frecuentes son las siguientes:

1)

2)

3)

4)

Cefalea, que probablemente es el sintomas mas frecuente, presente en

dos tercios o mas de los pacientes [104].

Hipersensibilidad del cuello cabelludo, que es un sintoma frecuente,
especialmente en los pacientes que presentan cefaleas. Generalmente
se localiza en la zona de las arterias temporales u occipitales, pero

puede ser difusa.

Sintomas visuales, que son frecuentes e incluyen principalmente
diplopia, ptosis, amaurosis fugax, pérdida de vision parcial y amaurosis
brusca [119] . La pérdida de visidbn generalmente esta causada por
afectacion de la arteria ciliar posterior que produce una neuropatia
optica isquémica y, con menos frecuencia, por oclusion de las arteriolas
retinianas [94]. La amaurosis es probablemente la manifestacion mas
temida de la ACG.

Claudicacion intermitente que puede afectar a los musculos de la
masticacion, produciendo claudicacidon mandibular, que esta presente
en hasta un 50% de los casos y se considera practicamente
patognomoénica de esta patologia [104] y, ocasionalmente, a los
musculos de la lengua [120] o a los encargados de la deglucion. Una
estenosis vascular muy importante puede producir gangrena de los

musculos irrigados por dicha arteria [115].

Signos y sintomas relacionados con la arteria temporal, como dolor,

inflamacion o disminucién o ausencia de pulso. En el 50% de los casos
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6)

7)

b)

existe algun tipo de alteracién de la arteria temporal, siendo la ausencia

de pulso el hallazgo fisico mas significativo clinicamente [104]

Afectacion del sistema nervioso central, aproximadamente en el 30% de
los pacientes. Las manifestaciones mas frecuentes son los accidentes
cerebro-vasculares. Los problemas isquémicos cerebrales son debidos a
estenosis u oclusidn de la arteria carétida o de la vertebrobasilar [121],
ya que las arterias intracraneales, que practicamente no tienen lamina
elastica interna, se afectan muy infrecuentemente en esta patologia
[122].

Dolor retroauricular, a veces percibido como otalgia, suele ocurrir con la
afectacion de la arteria temporal u occipital. Puede existir hipoacusia
neurosensorial que en ocasiones puede recuperarse parcial o totalmente
con el tratamiento con glucocorticoides [123], asi como afectacion
vestibular que se manifiesta en forma de vértigo, tinnitus o nistagmos y
que puede desaparecer espontaneamente o con el tratamiento [116,
124].

Manifestaciones clinicas secundarias a afectacion de arterias

extracraneales

De un 10 a un 15% de los pacientes presentan evidencia clinica de

afectacién de arterias extracraneales de mediano y gran calibre. Los territorios

arteriales afectados y las manifestaciones clinicas resultantes son:

1)

Las arterias que irrigan las extremidades superiores e inferiores, es la
afectacion extracraneal mas frecuente. En este caso puede existir
claudicacion de la extremidad afectada o parestesias [125, 126]. La
exploracion fisica puede revelar ausencia o disminucién de pulso en el

cuello o las extremidades, soplos sobre las arterias carotidas, subclavias,
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2)

4)

5)

6)

axilares y braquiales, diferencias en las cifras de tension arterial de las
diferentes extremidades y fenémeno de Raynaud [116].

La afectacion de la aorta puede producir insuficiencia valvular, sindrome
del arco adrtico y diseccion o ruptura de un aneurisma aértico [126, 127].
Los aneurismas adrticos y las disecciones de la aorta son importantes

complicaciones tardias [127].

La arteritis coronaria es infrecuente y puede ocasionar angor pectoris,

insuficiencia cardiaca congestiva e infarto agudo de miocardio [128].

La afectacidn mesentérica con angor o infarto intestinal, aunque poco

frecuente, también se ha descrito [116].

La afectacion del tracto respiratorio se produce en aproximadamente un
10% de los pacientes y se manifiesta en forma de tos persistente, dolor
faringeo y disnea [129]. La vasculitis puede inducir estos sintomas al
producir isquemia o hiperirritabilidad de los tejidos afectados [115]. La
afectacion del parénquima pulmonar es rara, pero se han descrito
algunos casos con evidencia radiolégica de lesiones pulmonares
multinodulares y patrones intersticiales o reticulares difusos que
responden al tratamiento con glucocorticoides. En biopsias pulmonares
se ha encontrado vasculitis de la arteria pulmonar principal asi como de

otros vasos pulmonares de mediano y gran calibre [130, 131].

La afectacién renal es poco frecuente y no esta bien definida. El hallazgo
mas frecuente es la hematuria microscopia transitoria [132]. En algunos
casos de pacientes con patréon de ACG con afectacion de grandes
vasos, se ha encontrado evidencia de vasculitis renal [95]. La ACG
generalmente no se asocia con disminucién de la funcioén renal, aunque

se han descrito algunos casos con afectacion de dicha funcién [132].
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7) La afectacion cutanea es infrecuente, pero las manifestaciones descritas
con mas frecuencia son nodulos dolorosos sobre las arterias
superficiales, secuelas isquémicas incluyendo purpura, Uulceras
necroticas, gangrena, urticaria, paniculitis, livedo reticularis o

hiperpigmentacion [133].

8) La afectacion del sistema neurologico periférico también puede ocurrir y
se manifiesta predominantemente en forma de mononeuropatias,
radiculopatia, mononeuritis multiple y neuropatias periféricas difusas
[116]. Presumiblemente, son secundarias a la afectacion de las arterias

nutrientes [115].

3.4.3. Polimialgia reumatica

La existencia de dolor y rigidez en las zonas proximales de las
extremidades superiores e inferiores, constituyendo el sindrome clinico
conocido como PMR también es bastante frecuente y se ha comunicado en el
40 a 60% de los pacientes con ACG [115].

3.5. Diagnéstico

El diagnéstico de la ACG se basa principalmente en la sospecha clinica,
aunque la evaluacion de laboratorio puede ser muy util. Se deberia sospechar
esta patologia cuando una persona de mas de 50 afios presente un cuadro de
cefalea de reciente inicio o de caracteristicas diferentes a la suya habitual,
pérdida de visién transitoria o brusca, cuadro sugestivo de polimialgia
reumatica, artralgias, fiebre inexplicable por otra patologia conocida, pérdida de
peso, anemia, sintomas neurdlogicos, claudicacién mandibular y/o elevacion de
la velocidad de sedimentacién globular. La exploracion fisica del paciente

puede ayudar a la sospecha o al apoyo del diagnéstico. Se ha de comprobar la
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existencia de diferencias en la presion arterial en ambos brazos, nddulos
cutaneos dolorosos, disminucion o ausencia de pulsos, soplos arteriales vy

alteraciones de la arteria temporal [115, 116].

3.5.1. Alteraciones de laboratorio

No existe ninguna alteracion de laboratorio diagndstica de ACG, aunque
la elevacion de los reactantes de fase aguda es la mas caracteristica. La
velocidad de sedimentacion globular determinada por el método de Westergren
es el parametro de laboratorio mas utilizado y es superior a 40 mm/h en
practicamente el 100% de los pacientes, aunque un valor mas bajo no excluye
el diagnéstico [134, 135]. Otros reactantes de fase aguda como la proteina C
reactiva, el fibrinbgeno y la haptoglobina también se elevan cuando la
enfermedad esta activa y disminuyen en la fase quiescente [116]. Asimismo,
puede existir elevacién de los complejos inmunes circulantes o del factor de von
Willebran sérico [136, 137], pero su seguimiento no ha demostrado resultar
eficaz en la practica clinica diaria. Estudios recientes sugieren que las
concentraciones de IL-6 en plasma son mas sensibles y especificas como
indicador de la existencia de vasculitis que otros reactantes de fase aguda [138,
139]. Para la mayoria de los clinicos, la velocidad de sedimentacion globular se
considera el parametro de laboratorio mas adecuado para establecer el

diagndstico y para el seguimiento del paciente [140].

En aproximadamente un 50% de los pacientes, existe anemia
normocromica y normocitica [141]. Las enzimas hepaticas, especialmente la
fosfatasa alcalina, estan elevadas en algunos pacientes [142]. El factor

reumatoide y los anticuerpos antinucleares generalmente son negativos [115].
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3.5.2. Biopsia de la arteria temporal

En todos los pacientes en los que se sospecha ACG se recomienda
realizar una biopsia arterial para confirmacién histolégica. La temporal es la
arteria elegida con mas frecuencia por su accesibilidad, su alta frecuencia de
afectacion y la baja tasa de complicaciones como necrosis del cuero cabelludo,
infeccion o sangrado [115, 116]. La ACG, como se expuso anteriormente,
tiende a afectar a las arterias de forma focal y segmentada, por lo que una
biopsia normal no descarta necesariamente el diagndstico [143]. Siempre que
sea posible, se recomienda realizar la biopsia de un segmento arterial que
claramente aparezca alterado en la exploracion fisica, ya que aumentara la
rentabilidad diagnostica. En estos casos, para la confirmacion histologica tan
sblo se necesita biopsiar un pequefio segmento arterial. Por el contrario, si la
arteria no muestra alteraciones aparentes en la exploracion fisica, se
recomienda biopsiar de 3 a 4 cm de arteria y realizar varios cortes [115, 116,
144]. Si la primera biopsia es negativa y la sospecha clinica continua siendo
elevada, algunos autores recomiendan biopsiar la arteria contralateral [17, 115,
144]. EIl rendimiento diagndstico que se consigue con esta segunda biopsia es
del 14-43%. Siempre que sea posible, la biopsia de la arteria temporal debe
realizarse antes de iniciar el tratamiento con glucocorticoides, aunque la
resolucion de las alteraciones histolégicas no se produce de forma inmediata y
las biopsias pueden presentar arteritis incluso después de mas de 2 semanas

de tratamiento con glucocorticoides [145, 146].

3.5.3. Otras exploraciones diagndsticas

Otras técnicas también pueden resultar utiles. La ecografia Doppler-color
de las arterias temporales puede ser util para el diagndéstico de ACG asi como

para elegir el lugar mas adecuado para la biopsia [147-150], pero se necesita
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mas experiencia con ella y por el momento no parece que pueda sustituir al

diagndstico histologico [144].

En casos de sospecha de afectacion de los grandes vasos deberia
valorarse la realizacion de un angiograma que resulta de utilidad para
determinar la extension de la vasculitis y para diferenciar la AGC de otras
causas no vasculiticas como la aterosclerosis [95]. La tomografia axial
computarizada y la resonancia magnética pueden ayudar a determinar la
afectacion de los grandes vasos [144]. La pneumopletismografia ocular también
puede ser util en el diagnédstico, al diferenciar entre una disminucion del flujo

ocular debida a ACG y la debida a otras causas [151].

3.5.4. Criterios para la clasificacion de la ACG

En 1990, la Sociedad Americana de Reumatologia (ACR) formulé los
criterios de clasificacion de la ACG. Estos criterios son de utilidad para
diferenciar esta patologia de otros tipos de vasculitis y se recomienda su uso en
todos los estudios de ACG para describir la poblacion de pacientes que se
investiga, pero hay que subrayar sus limitaciones para el uso con fines
diagnosticos [76] (Tabla 5).
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Tabla 5. Criterios del American College of Rheumatology para la
clasificaciéon de la arteritis (temporal) de células gigantes. (Formato
tradicional)* [76].

Criterio Definicién
1. Edad al inicio > 50 afios Desarrollo de sintomas o de signos depués de la edad de 50 afos
2. Cefalea de reciente inicio Dolor de cabeza de reciente comienzo o de caracteristicas
diferentes
3. Alteraciones de la arteria Dolor a la palpacion, disminucion de pulso de las arterias
temporales relacionado con arteriosclerosis de las arterias
carotideas.
4. Elevacion de la velocidad de Velocidad de sedimentacion globular > 50 mm/h determinada por el
sedimentacion globular método de Westergren
5. Biopsia de la arteria temporal Biopsia que muestre vasculitis caracterizada por predominio de
anormal infiltrado mononuclear o inflamacion granulomatosa, generalmente

con células gigantes multinucleadas

*Para la clasificacion de un paciente con ACG éste deberia cumplir al menos 3 de estos 5 criterios. La
presencia de 3 6 mas criterios tiene una sensibilidad del 93,5% y una especificidad de 91,2%.

3.6. Tratamiento

Los glucocorticoides constituyen el principal tratamiento de la ACG y la
mayoria de los pacientes experimentan una respuesta rapida y espectacular. El
tratamiento deberia iniciarse nada mas establecer el diagndstico o, en caso de
sospecha clinica elevada, tras realizacién de la biopsia arterial. En el caso de
pacientes con sospecha muy alta o con complicaciones vasculares como
alteraciones visuales, se deberia comenzar el tratamiento sin esperar a la
realizacion de la biopsia arterial [116, 144]. Los glucocorticoides controlan los
sintomas rapidamente y previenen el desarrollo de nuevas complicaciones
vasculares [152]. Por otra parte, alteran el proceso inflamatorio en la pared
vascular, pero esta influencia parece ser mucho mas lenta y gradual y las
biopsias realizadas hasta mas de 2 semanas después del inicio del tratamiento

no se alteran sustancialmente [146, 153]. En general, la dosis de inicio es entre
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40 y 60 mg de prednisona al dia en una sola toma o en dos [142]. Si el paciente
no mejora claramente en 3 a 5 dias, se puede aumentar la dosis de 10 a 20
mg/dia. Los sintomas reversibles del paciente generalmente desaparecen en
pocos dias o en una o dos semanas. Después de 2 semanas de tratamiento, se
puede disminuir la dosis de prednisona a 50 mg/dia y al final del primer mes, a
40 mg/dia. Posteriormente, se puede reducir la dosis diaria unos 5 mg cada una
0 dos semanas siempre que los sintomas no reaparezcan y los reactantes de
fase aguda no se eleven. A partir de 20 mg/dia, el descenso ha de ser mas
lento. Si los sintomas reaparecen y/o se produce una elevacion significativa de
los reactantes de fase aguda, se debe aumentar la dosis de prednisona hasta el
nivel previo que controlaba los sintomas y continuar con la pauta de descenso
habitual [144]. El tratamiento con glucocorticoides a dias alternos resulta menos
eficaz que la administracion diaria [142]. En pacientes con sintomas visuales se
ha utilizado el tratamiento inicial con pulsos de glucocorticoides intravenosos,
aunque esta pauta no ha demostrado mayor eficacia que la terapia

convencional oral [154].

En caso de que se produzcan efectos secundarios de los
glucocorticoides o de que los sintomas no puedan ser controlados con
prednisona, se puede anadir un farmaco citotdxico. El metotrexato ha sido el
mas utilizado pero, aunque los resultados de los diferentes estudios son
controvertidos, no parece haber demostrado una eficacia clara en la
disminucién de la dosis de glucocorticoides [155-157]. Otros farmacos como la
azatioprina [158], la ciclofosfamida y la dapsona [159], tampoco han
demostrado ser eficaces. Por otra parte, el acido acetilsalicilico ha demostrado
tener eficacia complementaria a los glucocorticoides en la disminucién de las
citoquinas proinflamatorias en las lesiones de la pared vascular de la ACG
[160].
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3.7. Prondstico

La mayoria de los pacientes puede abandonar el tratamiento con
glucocorticoides después de un periodo largo, entre 1 y 2 afios. Una minoria
precisa tratamiento con dosis bajas de glucocorticoides a mas largo plazo para
controlar sus sintomas [144]. El tratamiento precoz es muy importante. La
mortalidad a corto plazo es debida a las complicaciones vasculares y una vez
que se ha iniciado el tratamiento con glucocorticoides, la aparicién de este tipo
de complicaciones es infrecuente. Si la ACG se diagnostica rapidamente y se
trata de forma correcta, la esperanza de vida de los pacientes es la misma que

la de la poblacién general de su mismo rango de edad [116].

Los efectos secundarios del tratamiento con glucocorticoides de larga
duracion constituyen la principal causa de morbilidad en la ACG, por lo se debe
utilizar la dosis mas baja posible para intentar minimizarlos. Las complicaciones
del tratamiento con glucocorticoides se producen hasta en el 25% de los
pacientes e incluyen fracturas vertebrales por compresion, necrosis avascular
de la cabeza femoral, hipertension, intolerancia a la glucosa/diabetes,
cataratas, susceptibilidad aumentada a las infecciones y manifestaciones
psiquiatricas. Para disminuir y controlar estas complicaciones, se deben realizar
controles regulares de la presiéon arterial y de la glucemia, asi como anadir

tratamiento profilactico de la osteoporosis [116].

Después de varios anos es relativamente frecuente el desarrollo de
aneurismas aorticos, por lo que se recomiendan controles radiolégicos

toracicos anuales [144].
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3.8. Etiopatogenia

La etiologia de la ACG continua siendo desconocida y la patogenia
incierta. Los datos epidemioldgicos, asi como el estudio del infiltrado
inflamatorio en la pared vascular han proporcionado algunas claves. Los datos
epidemioldgicos apuntan a que diversos factores del huésped actuarian como
favorecedores de esta vasculitis y a la contribucion de un posible factor
ambiental. Los estudios moleculares en las lesiones vasculares apoyan la
teoria de que la ACG se desarrolla cuando los linfocitos T reconocen un
antigeno en la pared arterial y se activan, desencadenando una reaccidn
inmunolodgica especifica de antigeno que a su vez originaria un programa de
respuesta al dafio de la pared. Esta respuesta esta influida por diversos
factores de riesgo, como la edad y determinados factores genéticos del
paciente y la naturaleza y la cantidad de antigeno. Los mecanismos
destructivos de la pared vascular junto con el tipo de respuesta de ésta al
ataque inmunoldgico serian los determinantes finales del dafio vascular [161-
163]. El estimulo antigénico que desencadena la reaccion inmune es

desconocido y se piensa que puede no ser un unico factor sino varios [164].

De forma esquematica, se han de tener en cuenta diversos factores: a)
factores dependientes del huésped, serian factores favorecedores; b) estimulo
antigénico, seria el factor desencadenante; c¢) mecanismos inmunolégicos
especificos implicados; d) mecanismos destructivos de la pared y patrén de

respuesta vascular, determinantes finales del dafio vascular. (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de la etiopatogenia de la ACG.

3.8.1. Factores del huésped

Se considera que diversos factores de riesgo dependientes del huésped

estan implicados en la respuesta inmune arterial.

a) Factores genéticos

La existencia de una predisposicion genética estda apoyada por la
presentacion de la ACG casi exclusivamente en individuos de la raza caucasica
[107], por el hecho de que la enfermedad afecta, en ocasiones, a varios

miembros de la misma familia [165] y por la presencia frecuente de
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determinados alelos HLA-DRB1 tanto en pacientes con ACG como con PMR
[166]. Las variantes alélicas HLA-DRB1*04 y DRB1*01 se asocian con una
susceptibilidad aumentada de padecer PMR y ACG [72, 73, 167]. Estos alelos
pueden influir en la gravedad de la enfermedad [168]. La comparacion de la
secuencia de los polimorfismos HLA-DR asociados con la enfermedad y los no
asociados ha llevado a formular la hipotesis de que las posiciones de
aminodacidos localizados directamente en los lugares de union al antigeno de
los dimeros HLA confieren el mayor riesgo, apoyando la idea de que la unién y
la presentaciéon de un antigeno son pasos criticos en esta patologia [72]. La
distribucion geografica no aleatoria de la ACG, con claro predominio en paises
del Norte de Europa y en regiones del norte de Estados Unidos [104, 105], es
altamente sugestiva de determinantes de riesgo genético, pero también podria

indicar la contribucion de factores ambientales.
b) Género

Otro factor de riesgo del huésped asociado con esta enfermedad es el
género. La frecuencia es de 2 a 3 veces superior en mujeres que en varones
[104]. Ante la posible implicacion de un factor hormonal, se han buscado
diferencias en la expresion citoplasmatica de receptores de estrogenos en
células inflamatorias y de musculo liso en arterias con y sin vasculitis, pero no

se ha podido demostrar ninguno [169, 170].
c) Edad

Se sabe que la edad avanzada es un factor de riesgo muy importante
para el desarrollo de ACG. Practicamente no se ha diagnosticado ningun caso
en personas menores de 50 afos y la probabilidad de padecer esta patologia
aumenta con la edad [76]. El sistema inmune sufre importantes cambios con el
envejecimiento, conocidos como inmunosenescencia, que se piensa afectan a

la inmunorreactividad de los pacientes con ACG. Se sospecha que multiples
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procesos contribuyen a la disminucidén de la inmunocompetencia en las
personas de edad avanzada, pero el deterioro de la funcion timica se considera
el factor primordial. Las consecuencias funcionales de la inmunosenescencia
incluyen una pérdida progresiva de las respuestas vacunales, aumento del
riesgo a las infecciones y disminucion de la inmunidad antitumoral. Junto con
esto, las personas mayores presentan una incidencia mas elevada de
trastornos clonales y tienen autoanticuerpos con mas frecuencia [77]. El modo
preciso en que las alteraciones del sistema inmunitario relacionadas con la
edad afectan a la inmunorreactividad de los pacientes con ACG todavia no se
ha estudiado [163].

d) Otros factores

En 1890, Hutchinson, el clinico que describid el primer caso de un
paciente con arteritis temporal, sugirié la idea de que la presion del sombrero
podia causar la enfermedad [166]. Algunos autores han encontrado una
asociacion entre la ACG y diversas patologias tiroideas como la tireotoxicosis
[171], enfermedades autoinmunes tiroideas [172], hipotiroidismo [173, 174] e

hipertiroidismo [175].

Se ha estudiado la existencia de una posible relacion entre diversos
factores de riesgo cardiovascular y la ACG. En 1989, Machado y cols. [176]
observaron en un estudio de casos y controles que el habito tabaquico puede
estar asociado con la ACG. Un estudio posterior, concluyé que el habito
tabaquico y la existencia de arteriopatia previa son factores asociados de forma
independiente con esta vasculitis pero exclusivamente en el sexo femenino
[177,178].
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3.8.2. El estimulo antigénico

Aunque el antigeno que desencadena la reaccion inmunoldgica en la
pared arterial todavia no ha sido identificado y puede que la arteritis sea una
respuesta final desencadenada por diferentes antigenos, se han sugerido tres
hipotesis principales. La primera sugiere que los componentes de la pared
arterial, como la elastina o elementos de la matriz extracelular, se convierten
en autoantigenos como consecuencia de la edad u otros factores. Otra
hipétesis es que los antigenos son atrapados en la pared vascular a
consecuencia de su deposito intencionado o no desde la corriente sanguinea.
Una tercera, apunta la idea de que los macrofagos fagocitan el antigeno fuera
de la pared arterial y lo transportan a la pared donde lo expresan a

consecuencia de su activacion [163].

Dos han sido los factores antigénicos mas estudiados: a) el papel de la

lamina elastica interna; b) agentes infecciosos.

a) La lamina elastica interna

La preferencia de la ACG por arterias con lamina elastica interna bien
desarrollada y la observacion de que la reaccidn inflamatoria en las biopsias
positivas, con frecuencia es mas intensa alrededor de la lamina elastica interna
de la arteria temporal [179], llevd a que durante muchos afos se pensara que
el tejido elastico de la aorta y de sus ramas principales estaba involucrado de
alguna forma en el desarrollo de la ACG. Otras observaciones apoyaban esta
hipotesis, como el hecho de que las células gigantes multinucleadas,
caracteristicas de la enfermedad, suelen estar en contacto directo con la lamina
elastica y en ocasiones se ha visto que contienen en su citoplasma fragmentos
de fibras elasticas fagocitadas [179]. En un estudio postmortem, se encontré
que existia una relacion entre el grado de extensién de la afectacién de los

vasos cervicales y la cantidad de tejido elastico en la media y en la adventicia;
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las reacciones inflamatorias en la carétida y en las arterias vertebrales
disminuia y acababa poco después de que las arterias penetraran en el craneo.
Las arterias intracraneales, con paredes delgadas y sélo pequefias cantidades
de tejido elastico, se afectan en raras ocasiones [94]. Experimentalmente, se
ha encontrado que las inyecciones de elastina bovina dentro del tejido
subcutaneo y de la cavidad peritoneal de las ratas, origina una reaccion
inflamatoria granulomatosa cronica similar a la observada en la ACG [180].
Asimismo, se ha detectado la presencia de inmunoglobulinas opuestas a las

fibras elasticas vasculares en algunos casos de ACG [181].

Estas observaciones condujeron a la hipdtesis de que en la ACG se
desarrolla una reaccion inmune contra alguna sustancia desconocida
depositada en los vasos afectados o, quizas, contra alguna estructura de la
pared vascular, como el tejido elastico, que se ha convertido en un
autoantigeno como resultado de la edad o de otros factores [166]. O’Brien
sugiere que la radiacion ultravioleta y/o la radiacion infrarroja, alteran el tejido
elastico en la arteria temporal y desencadenan esta reaccion, formulando lo
que se conoce como “hipotesis actinica” [182]. Esta hipdtesis propone que la
principal causa de la lesion de la arteria temporal en la ACG es una
degeneracion actinica (“elastosis actinica”) in situ de la lamina y no una
degeneracion normal de la edad, como proponen otros autores. La afirmacién
de O’Brien se basa en que las alteraciones de los patrones de tincion del tejido
elastico de las arterias temporales afectadas, utilizando una técnica modificada
de hematoxilina-eosina [183], son similares a los que aparecen en el tejido
cutaneo dafiado por el sol [182, 184-186]. En algunas de las biopsias revisadas
por este investigador, estos cambios son mas marcados en el lado superficial
de la arteria temporal, en otros casos la afectacion es concéntrica, pero en
ningun caso es mas marcada en el lado mas interno de la arteria. Asimismo,
aceptando que la ACG y la PMR son manifestaciones de la misma entidad,

este autor propone una variante de la hipotesis actinica para explicar la
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etiopatogenia de la PMR. Sugiere que en el caso de esta patologia, el
“antigeno” estaria constituido por extensos acumulos de fibras elasticas
dafiadas actinicamente, situadas en la piel y en los vasos superficiales, que
producirian un flujo sistémico de actividad anti-elastina que consumiria la
elastina, inicialmente no alterada, existente en tejidos internos. Esta hipdtesis
podria ser también aplicada a los casos de ACG con afectacion de grandes
vasos. En los casos de PMR, O’Brien sostiene que la elastdlisis se produciria
de forma aguda y difusa, mientras que en los de arteritis, la reaccién fagocitica

seria diferente, localizada y de instauracion lenta [182].

En 1996, Pueblitz y Starcher [187] realizaron un estudio experimental
utilizando ratones modificados genéticamente deficientes en elastasa.
Encontraron que el 60% de los ratones de una cepa que poseia elastasa,
mostraba cierto grado de degeneracion de las fibras elasticas en las arteriolas
de la dermis profunda después de una exposicion prolongada a radiacidon
ultravioleta B, en contraposicidén con tan sélo un 4% de los ratones deficientes
en elastasa. Concluyeron que estos hallazgos apoyan una asociacion entre la
radiaciéon actinica y los sindromes vasculiticos, mediada por la elastasa,
enzima que degrada la elastina. Los resultados preliminares de este estudio
fueron publicados en forma de resumen, pero aparentemente el estudio no ha

sido formalmente publicado.

Otros autores, como Hunder [188], cuestionan esta hipétesis. Sostienen
que aunque muchos estudios han documentado el efecto dafiino de la radiacion
solar sobre la piel [189, 190], todavia existe escasa informacién acerca de su
penetracidon a través de ésta y su efecto sobre estructuras subyacentes. Segun
este autor, aparte de casos anecdoticos publicados, la evidencia clinica de una
relacion entre la ACG vy el grado de exposicion a la luz solar es escasa. De
hecho, parece contrastar con el hallazgo de diferentes estudios que han

encontrado una incidencia mas elevada de la enfermedad en paises de
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latitudes norte [104, 105], respecto a regiones situadas mas al sur [107, 108],
donde las tasas de luz solar medias son superiores. En el caso de que la
hipdtesis actinica fuera cierta, se esperaria que la ACG presentara una
variacion estacional, con un incremento del numero de nuevos casos tras los
meses mas calidos, lo que no se ha observado en estudios de grupos de
pacientes. Por otra parte, apunta que debido a que la calvicie es mas frecuente
en hombres, estos estdn mas expuestos a la luz solar que las mujeres y la ACG
deberia afectarlos con mas frecuencia, cosa que no sucede. Asimismo, las
arterias de las manos, expuestas a la luz solar, se afectan en raras ocasiones y
las arterias del cuero cabelludo, aunque se afectan en ocasiones, lo hacen de
forma intermitente, en lugar de forma continua, como seria de esperar dado su
grado de exposicion al sol. Segun Hunder, la hipotesis actinica es incapaz de
explicar la relacion entre la ACG y la PMR, asi como los casos de ACG con

afectacion extensa de las ramas del cayado adrtico [188].

Por otra parte, los estudios inmunohistolégicos del infiltrado inflamatorio
en la pared arterial en los ultimos afios dan mas importancia a la adventicia que
a la lamina elastica interna en la patogenia de la ACG, como se explicara mas

adelante.

b) Factores infecciosos

Diversas observaciones han conducido a pensar que los agentes
infecciosos podrian estar implicados en la etiopatogenia de la ACG. En primer
lugar, la forma de inicio, en ocasiones similar a un sindrome gripal, ha sugerido
una posible etiologia virica. En 1973, Mitschek y Aubock, describieron
inclusiones citoplasmaticas de apariencia virica en un caso de arteritis temporal
y sugirieron, basandose en la apariencia morfoldgica, que podrian
corresponder a un virus parainfluenza [191]. Por su asociacion con la
poliarteritis nudosa, se ha estudiado el virus de la hepatitis B y se han descrito

casos aislados de asociacion de este virus con la ACG [192, 193], pero su
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papel etiopatogénico en esta enfermedad no se ha podido confirmar en series
mas grandes de casos prevalentes, muchos de los cuales habian recibido
tratamiento con glucocorticoides durante largo tiempo antes de realizar la
determinacién serolégica [194, 195]. Algunos autores han apuntado la

asociacion entre la ACG y la infeccion por Borrelia [196, 197].

Un estudio retrospectivo de 100 pacientes con AGC encontré que la
prevalencia de una infeccion concurrente o reciente en estos pacientes era tres
veces superior que en el grupo control [198], aunque estos hallazgos no han
sido corroborados por otros autores [199]. Por otra parte, el agrupamiento de
casos en periodos especificos de tiempo y en determinadas localizaciones
geograficas indica que, ademas de una predisposicién genética, pueden estar
implicados factores ambientales o estacionales. No obstante, los resultados de
los diferentes estudios sobre la posible variacion estacional de la incidencia en

el momento del inicio de la ACG no son consistentes [199-204]. (Tabla 6).

Tabla 6. Estudios sobre la incidencia estacional de la presentacion de
ACG/PMR.

Autor N° de casos Hallazgos

Raynauld y cols. [200] 213 No variacion estacional

Ramassamy y cols. [201] 109 No variacion estacional, pico en Diciembre
Petursdottir y cols. [202] 665 Pico a finales de invierno y otofio

Duhaut y cols. [203] 207 58% casos en otofio o invierno

Narvaez y cols. [199] 143 No variacion estacional, pico en Agosto
Liozon y cols. [204] 184 No variacion estacional, pero baja en Julio

"Solo arteritis temporal con biopsia positiva.
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Ademas, dos estudios epidemiolégicos demostraron patrones ciclicos
regulares en la tasa de incidencia de la ACG a lo largo del tiempo. Salvarani y
cols. [103] en Olmsted County, Minnesota, en un estudio a lo largo de 40 afios,
demostraron fluctuaciones ciclicas de caracteristicas epidémicas, en la
incidencia de la ACG, con picos cada 6-7 anos, que coincidian con los picos
de incidencia de la infeccién por parvovirus B19. En Dinamarca, Elling y cols.
[205], durante un periodo de 12 afios, observaron que las fluctuaciones ciclicas
en la tasa de incidencia de la ACG y la PMR coincidian con picos epidémicos
de Mycoplasma pneumoniae, parvovirus B19 y Chlamydia pneumoniae en
diferentes regiones. Las observaciones de estos estudios abrieron el interés de
numerosos investigadores que han buscado la presencia de estos
microorganismos a nivel de la arteria temporal. La mayoria de las
investigaciones se han centrado, no obstante, en Chlamydia pneumoniae y en

parvovirus B19.

Parece ser que tan solo un estudio experimental, publicado
exclusivamente como resumen hasta el momento, ha investigado la presencia
de DNA de Mycoplasma pneumoniae en las biopsias de arterias temporales y
en las células mononucleares de la sangre periférica. El numero de pacientes
incluidos, especialmente de aquellos con ACG con biopsia positiva, fue
reducido. Se dividieron los pacientes en 4 grupos: 1) 4 pacientes con ACG con
biopsia positiva; 2) 12 pacientes con ACG con biopsia negativa; 3) 7 pacientes
con PMR aislada; 4) 8 controles, con un diagnéstico diferente. Los autores no

encontraron asociacion entre Mycoplasma y la ACG [206].

Varios autores han investigado la contribucion de Chlamydia pneumoniae
en la ACG. Las observaciones que animaron al estudio de este microorganismo
provinieron principalmente de los resultados del estudio epidemiologico en
Dinamarca mencionado anteriormente y del hecho de que este agente

generalmente produce sintomas del tracto respiratorio superior, que son
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frecuentes en los pacientes con ACG. Ademas, la respuesta inmunitaria frente
a la infeccidn por C. pneumoniae es principalmente dependiente de células T y
la ACG, como se comentara mas adelante, es una enfermedad mediada por
una respuesta inmunitaria por células T. Por otra parte, diferentes estudios han
sugerido que este microorganismo juega un papel en la patogenia de la
aterosclerosis [207-210]. En investigaciones recientes se ha observado que la
aterosclerosis, como la ACG, se asocia con inflamacion cronica de arterias de
mediano y gran calibre y tiene preferencia por personas de edad avanzada
[211], lo que ha aumentado el interés por el estudio del papel de C.
pneumoniae en la ACG. Por ultimo, Ljungstrom y cols. [212] encontraron que
un paciente con ACG y otro con PMR presentaban hallazgos seroldgicos

consistentes con un patrén de reinfeccion por C. pneumoniae.

Wagner y cols. [86], realizaron el primer estudio con biopsias de arteria
temporal siguiendo esta linea. Incluyeron 14 arterias temporales de 9 pacientes
con ACG (a 5 pacientes se les realizo biopsia bilateral; la arteria de uno de los
pacientes al que solo se le realizd6 una biopsia, no presentaba lesiones
histolégicas compatibles con ACG), 4 arterias de 3 pacientes con PMR aislada
sin signos histologicos de inflamacion (a un paciente se le realizé biopsia de
ambos lados) y 9 arterias de 5 pacientes sin ACG ni PMR (a 4 de estas
personas se les realizé biopsia bilateral). La deteccion de C. pneumoniae se
realizé tanto por inmunohistoquimica como por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), encontrandose en 13 biopsias por alguno de los 2 métodos
o por ambos, pertenecientes a 8 de los 9 pacientes con vasculitis (en 6
pacientes se detectd tanto por inmunohistoquimica como por PCR, en uno fue
positiva solo por inmunohistoquimica y en otro sélo por PCR) y en una arteria
de un paciente con PMR por inmunohistoquimica, pero no por PCR. No se
encontré en ninguna de las arterias del grupo control con ninguno de los dos

métodos. La C. pneumoniae fue localizada principalmente en la adventicia y en
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relacion con células dendriticas, por lo que estos autores apuntan su papel

como células presentadoras de antigeno.

Rimenti y cols. [213] comunicaron el caso de un paciente con infeccién
concurrente por C. pneumoniae y ACG confirmada por biopsia. Las
determinaciones seroldgicas sugerian la existencia de una reinfeccion por este
microorganismo en el momento en que se diagnostico la arteritis temporal
(importante aumento de los titulos de IgG sin IgM) y el DNA de este
microorganismo se identifico en la biopsia de la arteria temporal mediante PCR.
Por el contrario, Haugeberg y cols. [87, 88], no detectaron DNA de C.
pneumoniae en ninguna de las 20 biopsias de pacientes con arteritis temporal
histolégicamente compatibles con ACG (12 de ellas con células gigantes).
Utilizaron la técnica de PCR realizando un unico ensayo y no incluyeron
controles. Dumolin y cols. [206], a la vez que estudiaron la presencia de
Mycoplasma pneumoniae en biopsias de arteria temporal en el ensayo que se
ha detallado anteriormente, también estudiaron la presencia de DNA de C.
pneumoniae, sin encontrarlo en ninguna de las arterias con inflamacién ni en

las de los grupos control.

En un trabajo reciente, Helweg-Larsen y cols. [89], utilizando biopsias de
arterias temporales en fresco, criopreservadas, estudiaron la presencia de DNA
de C. pneumoniae, junto con la de otros microorganismos a los que haremos
referencia mas adelante. Dividieron los pacientes en 4 grupos: a) 13 tenian
histologia tipica de ACG; b) 2 habian sido diagnosticados de ACG a pesar de la
negatividad de la biopsia; c¢) 10 tenian PMR aislada, sin signos de vasculitis en
la biopsia; y d) 5 tenian otras patologias diferentes. Utilizando la técnica de
PCR, no encontraron ADN de C. pneumoniae en ninguna de las biopsias
estudiadas. Finalmente, Regan y cols. [90] encontraron ADN de Chlamydia en
tan sélo una de las 180 biopsias de arteria temporal que estudiaron. Noventa

eran arterias temporales con histologia compatible con ACG y las otras 90 eran
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arterias sin inflamacién procedentes de pacientes que finalmente habian sido
diagnosticados de una patologia diferente de la ACG y de la PMR. Este trabajo

incluia el mayor numero de biopsias estudiado hasta el momento.

A excepcion del estudio de Helweg-Larsen y cols. [89], que utilizaron
tejido criopreservado, el resto de los investigadores utilizaron biopsias
conservadas en parafina. Desconocemos el tipo de conservacién de las
biopsias utilizadas por Dumolin y cols. en su estudio, ya que no dan detalles al

respecto.

Como se puede observar, los resultados de los diferentes estudios son
controvertidos, pero la mayoria de ellos no detectan ADN de C. pneumoniae en

las arterias temporales. (Tabla 7).

Tabla 7. Estudios de la presencia de C. pneumoniae en arterias temporales.

Autor ACGBAT+ ACGBAT- PMR Controles  Asociacion
Wagner y cols. [86] 13 (9)* 1(1) 4(1) 9 (0) Si
Rimenti y cols. [213] 1(1) - - - Si
Haugeberg y cols. [87] 20 (0) - - - No
Dumoulin y cols. [206] 4 (0) 12 (0) 7 (0) 8 (0) No
Helweg-Larsen y cols. [89] 13 (0) 2 (0) 10 (0) 5 (0) No
Regan y cols. [90] 90 (1) - - 90 (0) No

ACG BAT + = Arteritis de células gigantes con biopsia positiva.

ACG BAT - = Arteritis de células gigantes con biopsia negativa.

N° (N°) = Numero de arterias temporales estudiadas (NUmero de positivas para Chlamydia pneumoniae).

* Esas 13 arterias provenian de 8 pacientes, ya que a 5 de ellos se les habia practicado biopsia bilateral. Las 9 positivas
provenian de 7 pacientes.

El parvovirus B19 ha sido el segundo microorganismo mas estudiado en
las arterias temporales. El interés inicial por su estudio en la ACG derivé de las
observaciones de los dos estudios epidemioldgicos longitudinales a los que nos

hemos referido anteriormente. Por otra parte, Staud y cols. [214], observaron un
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caso de ACG en un paciente que presentaba en suero titulos altos de IgM
especifica de parvovirus B19 asi como ADN de este microorganismo, pero no

determinaron la presencia de este virus en la arteria temporal del paciente.

Gabriel y cols. [83], encontraron una asociacion estadisticamente
significativa entre la evidencia histolégica de ACG y la presencia de ADN de
parvovirus B19 en las biopsias de arterias temporales. Utilizaron 50 biopsias de
pacientes consecutivos; 13 de ellas eran histolégicamente compatibles con
ACG y 37 no mostraban inflamaciéon. Realizaron las determinaciones por PCR y
30 de las biopsias fueron sometidas a un segundo analisis de PCR partiendo de
nuevas muestras originales utilizando diferentes iniciadores (primers), en un
centro distinto. Los resultados de las distintas PCR coincidieron en 29 de las 30

determinaciones realizadas.

Salvarani y cols. [215], encontraron resultados que contrastan con los del
estudio previo. Determinaron el ADN de parvovirus B19 en 3 tipos de tejido
arterial diferente: 1) en biopsias de arteria temporal de 3 grupos de pacientes:
1.a.) pacientes con ACG con biopsia positiva, 1.b.) pacientes con PMR aislada
y 1.c.) pacientes sin evidencia de inflamacién de la arteria temporal y con un
diagndstico distinto de PMR y ACG; 2) en piezas quirurgicas de aorta o arteria
carotida de pacientes con aterosclerosis; 3) en muestras de aorta fetal. E| ADN
de parvovirus B19 fue detectado mediante PCR en el tejido arterial de todos los
grupos en proporciéon similar, del 64,5 al 76,7%, excepto en las arterias fetales
en las que no se encontrd en ningun caso. Los autores concluyen que la
presencia de ADN de parvovirus en el tejido arterial podria estar relacionada
con la edad avanzada, pero que no existe asociacion entre su presencia en
muestras arteriales y la evidencia histolégica de ACG. En este estudio se utilizé
tejido arterial fresco, a diferencia del realizado por Gabriel y cols. [83], en el que

se utilizé material parafinado.
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Helweg-Larsen y «cols. [89], junto a Chlamydia pneumoniae,
determinaron también la presencia de ADN de parvovirus B19 en el estudio
cuyo diseio hemos detallamos anteriormente. Utilizaron tejido fresco
criopreservado, pero a diferencia de los resultados de los dos estudios previos,
no encontraron parvovirus en ninguna de las biopsias estudiadas tanto de

pacientes con alteraciones histolégicas propias de la ACG como sin ellas.

Algunos autores también han pensado que los virus herpes podrian estar
implicados en la etiologia de la ACG, aunque hay pocos estudios
experimentales en esta linea. Los virus herpes pueden producir infecciéon
persistente y algunos de ellos, como el virus de Epstein-Barr [216] y los herpes
simple [217], inducen la formacion de células gigantes en humanos en
diferentes contextos. Estas observaciones han animado a su estudio en
relacion con la ACG. Se estudio la existencia de anticuerpos contra el virus
herpes zoster en una serie de 22 casos de ACG y no se encontraron
diferencias con el grupo control [218]. Buchwald y cols. [219] no encontraron
evidencia de infeccion por el virus de Epstein-Barr en 23 pacientes con PMR.
Un estudio serologico en el que se determinaba la presencia en sangre en el
momento del diagnodstico de la enfermedad, de virus inductores de células
gigantes multinucleadas en humanos, lo cual incluia a los virus parainfluenza,
el virus respiratorio sincitial, el virus de las paperas, los herpes virus tipo 1y 2y
el virus de Epstein-Barr, sélo encontré una relacion entre la reinfeccion con el
virus parainfluenza tipo | y el debut de la ACG, especialmente en aquellos
pacientes con biopsia positiva [203]. Nordborg y cols. [220], determinaron la
presencia de ADN del virus varicela zoster en la biopsia de arteria temporal de

10 pacientes con ACG, pero no encontraron asociacion.

Junto con C. pneumoniae y parvovirus B19, Helweg-Larsen y cols. [89],
estudiaron la presencia de virus herpes simple tipo 1y 2, virus de Epstein-Barr,

citomegalovirus, virus varicela-zoster y virus herpes humano tipo 6, 7y 8 en las
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30 biopsias de arteria temporal mencionadas previamente, 13 con alteraciones
histolégicas de ACG y el resto sin signos de inflamacion. Como se ha
comentado, utilizaron tejido criopreservado, pero ninguna de las muestras

resulté positiva para ninguno de los virus herpes.

El papel etiopatogénico de los agentes infecciosos en la ACG es uno de
los temas de mas interés en la actualidad. Los estudios sobre el posible papel
de los virus herpes son escasos, los resultados de los diferentes estudios sobre
parvovirus B19 son contradictorios y el numero de biopsias incluidas tiende a
ser bajo, por lo que éste es un campo que se beneficiaria de una valoracién

mas profunda.

3.8.3. Mecanismos inmunoldgicos especificos

Tanto la inmunidad humoral como la celular han sido implicadas en la
patogenia de la ACG, aunque los estudios inmunohistologicos de los ultimos

afnos atribuyen el papel primordial al sistema inmune celular.

a) Inmunidad humoral

En algunas arterias temporales afectadas por ACG se han observado
inmunoglobulinas 1gG, IgM e IgA asi como depdsitos de complemento en
lugares adyacentes a la lamina elastica interna [221]. Estos depdsitos pueden
representar anticuerpos contra antigenos de Ila pared arterial o
inmunocomplejos depositados en dicha pared procedentes de la corriente
sanguinea, pero la gran mayoria de los estudios no apoyan el papel

etiopatogénico de los inmunocomplejos en la ACG [222].

En el suero de algunos pacientes con ACG, PMR o ambas, se han
encontrado niveles elevados de inmunocomplejos circulantes durante las

fases activas de la enfermedad [223]. Las concentraciones de
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inmunocomplejos se correlacionaban de forma positiva con la velocidad de
sedimentacion globular y con los niveles de y-globulina y se normalizaban tras
el tratamiento o la resolucion de la inflamacion. Otros autores han encontraron
un nivel bajo de inmunocomplejos circulantes en los pacientes con ACG que

no difiere del de la poblacién sana [224].

Por ultimo, algunos estudios han sugerido que la prevalencia de
anticuerpos anticardiolipina puede estar aumentada en pacientes con ACG.
Liozon y cols. [225], apuntan que la presencia de estos anticuerpos puede ser
un marcador de la actividad de la ACG y que su elevacion en sangre del
paciente predice recidivas. Chakravarty y cols. [226], observan que el hallazgo
de un nivel elevado de anticuerpos anticardiolipina en suero en el momento
del diagndstico en los pacientes que presentan PMR aislada, supone un
riesgo relativo de 4,82 de desarrollo posterior de arteritis temporal. Asimismo,
también encuentran que un nivel elevado de estos anticuerpos en los
pacientes en el momento de presentacion de la arteritis temporal, representa
una probabilidad mas elevada de desarrollar complicaciones vasculares
graves, lo que les lleva a concluir que pronostica un curso mas grave. Duhaut
y cols. [227], encuentran que la prevalencia de estos anticuerpos esta elevada
en los pacientes con ACG con biopsia positiva, respecto a aquellos con
biopsia negativa, con PMR aislada o al grupo control. En el analisis crudo
dichos anticuerpos se relacionan con complicaciones trombdéticas, pero
apuntan como poco probable que constituyan un factor asociado de forma
independiente con dichas complicaciones. Concluyen que probablemente
funcionan como anticuerpos reactivos a las lesiones endoteliales producidas

en las arterias afectadas.

b) Inmunidad celular

En un intento de aclarar la etiopatogenia de la ACG, se han realizado

multiples estudios histologicos e inmunohistologicos de arterias temporales
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afectadas por esta vasculitis. En un principio, como se explicé anteriormente
con detalle, la apariencia histolégica y la distribucidn de las lesiones hizo
centrar la atencion en la lamina elastica y se postulé que su degeneracién, bien
por la edad o por otros factores, la convertia en autoantigeno contra el que se
desarrollaba la reaccién inmunitaria finalmente responsable del dano vascular
caracteristico de esta vasculitis [182, 185, 186]. Sin embargo, en los ultimos
anos, los estudios inmunohistoldgicos, sefialan que la adventicia juega un papel

mas importante que la lamina elastica interna en la ACG [162].

Se ha comprobado que el infiltrado inflamatorio esta principalmente
formado por tres tipos celulares: linfocitos T-helper o CD4, macréfagos
activados y células gigantes [43, 228]. Los linfocitos B y las células natural killer

(NK) estan presentes de forma infrecuente y en escaso numero [229].

Experimentalmente, la resolucion de la inflamacion vascular tras la
eliminacion de las células T tisulares en las arterias temporales de ratones
quiméricos SCID indica que son las células reguladoras en ultimo término en
las lesiones. La eliminacion mediante anticuerpos de las células T de la pared
arterial no sélo hace desaparecer las citocinas producidas por las células T sino
que también suprime aquellas producidas por los macréfagos, demostrando
que los macréfagos presentes en las lesiones estan regulados por los linfocitos
T [230]. Mediante la expansion de clones de linfocitos CD4 obtenidos de las
biopsias de arterias temporales, Weyand y cols. [46] demostraron que una
minoria de linfocitos obtenidos de diferentes segmentos de la arteria comparten
secuencias idénticas en la tercera region determinante complementaria (CDR3)
de los receptores de los linfocitos T. Estas secuencias no se encuentran en los
linfocitos de la sangre periférica y, ademas, se han aislado idénticos clonotipos
de células T en la arteria temporal izquierda y derecha del mismo paciente.

Esto implica que las células T sufren expansion clonal en la pared arterial,
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hallazgo que es altamente sugestivo de una respuesta inmunoldgica contra un

antigeno presente en la pared arterial [231].

Los linfocitos T tisulares sintetizan IL-2 e IFN-y y, por lo tanto, son
linfocitos T-helper tipo 1 (Th1). En los pacientes con PMR no se detecta
transcripcion in situ de IFN-y, aunque si de IL-2, lo que sugiere que el IFN-y es
un elemento clave en la amplificacion del proceso patolégico y en la patogenia
de la arteritis temporal y apoya el concepto de que la PMR constituye una forma
subclinica de ACG [101]. Wagner y cols. [232], comprobaron que tan soélo de un
2% a un 4% de los linfocitos T de la pared vascular tenian la capacidad de
liberar IFN-y, porcentaje que coincide con el de los linfocitos T que sufren
expansion clonal tras su posible activacion por un antigeno especifico. Estos
linfocitos T productores de IFN-y muestran diversas caracteristicas que los
identifican como las células T que han sido recientemente estimuladas por un
antigeno especifico. Esta poblacion seleccionada de células T practicamente
sb6lo se encontr6 en la adventicia de las arterias temporales afectadas y
acumulandose en las areas que rodean los vasa vasorum, microcapilares que
proporcionan nutrientes y oxigeno a las capas mas externas de la pared
vascular que no pueden nutrirse por difusion simple a través del
macroendotelio. Esto hace suponer que los linfocitos T alcanzan la pared
vascular migrando a través de la capa endotelial de estos vasa vasorumy no a
través del macroendotelio y que la adventicia es el lugar donde se produce el

reconocimiento del antigeno [232].

Las células T se activan cuando reconocen un fragmento de un antigeno
en la superficie de una célula presentadora de antigeno. Una vez activadas, las
células T sintetizan IL-2 e IFN-y, citocinas cuyas concentraciones tisulares se
han asociado con diferencias en las manifestaciones clinicas [101]. Los
pacientes con sintomas de isquemia craneal, como alteraciones visuales o

claudicacion mandibular, presentan de forma caracteristica concentraciones
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elevadas de RNA mensajero de IFN-y a nivel tisular. Por el contrario, los
pacientes que presentan fiebre, expresan de forma -caracteristica
concentraciones bajas de IFN-y en la pared vascular y en los pacientes con
PMR concomintante, domina la IL-2. Por otra parte, las concentraciones de
IFN-y son predictivas de la presencia de células gigantes multinucleadas [233].
Los linfocitos CD4+ productores de IFN-y, son asimismo los responsables de
inducir la migracion de los diferentes tipos funcionales de macrofagos CD68

hacia las distintas capas de la pared arterial.

Los macrofagos CDG68 constituyen el segundo tipo celular en el infiltrado
inflamatorio de la ACG y han sido identificados en las tres capas de la pared
arterial. Se han diferenciado varios tipos de macréfagos en las lesiones,
definidos por sus diferentes productos de secrecion. Existe una estrecha
relacion entre la localizacién y la funcion de un macrofago, lo que parece indicar
que el microambiente de la arteria esta directamente involucrado en la
regulacion de la funcion de las células inflamatorias. Los macréfagos
localizados en la adventicia secretan IL-1B, IL-6 y factor de crecimiento
transformante-p1 (TGF-p1). TGF-B1 es la citocina que se encuentra en mayor
cantidad y se produce junto con, pero también en ausencia de IL-13 y de IL-6.
La IL-1B y la IL-6 provienen de forma consistente de la misma poblacion celular.
Mientras que la IL-1B se considera que tiene funcidén coestimuladora y puede
participar en la interaccion entre células T y macrofagos, TGF-B1 se considera
una citocina inmunosupresora. La produccion de esta citocina puede
interpretarse como un mecanismo regulador en el intento de suprimir la
respuesta inmune proinflamatoria en la adventicia de los vasos afectados.
Alternativamente, TGF-B1 también puede funcionar mediante su potencial
quimiotacico y facilitar el reclutamiento de las células inflamatorias en la pared

vascular a través de los vasa vasorum [234]. Todo esto apoya la hipotesis de
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que la adventicia es el lugar donde se produce el reconocimiento del antigeno y

la liberacion de citocinas proinflamatorias [163].

Las células presentadoras de antigeno todavia no han sido identificadas.
Algunos autores apuntan que las células dendriticas podrian desempenar esta
funcién [43, 86], pero segun otros, los macréfagos productores de IL-1B e IL-6
son los principales candidatos [235]. Segun diversas observaciones, el
reconocimiento del antigeno en la pared vascular es precedido por una fase de
estimulacién inmune en la periferia que genera monocitos altamente activados.
Estos monocitos sirven como reservorio del material antigénico y mediante su
interaccién con los vasa vasorum activados y su infiltracion en la pared
vascular, los monocitos activados diseminan este material antigénico en los
lugares donde es encontrado por las células T especificas de antigeno. Si una
cantidad insuficiente de antigeno alcanza la pared arterial, el proceso
patolégico se limita principalmente a la periferia con una estimulacion minima
de los vasos. Estos casos se manifestan clinicamente como PMR. Los
monocitos circulantes activados sintetizan IL-6, citocina que es un potente
inductor de los reactantes de fase aguda, lo que podria explicar su elevacion en
la ACG. Las concentraciones plasmaticas de IL-6 se correlacionan con el dolor
muscular y la rigidez en los pacientes con PMR y ademas son muy sensibles al
tratamiento con glucocorticoides. La produccion de IL-6 por los
monocitos/macrofagos circulantes enfatiza la naturaleza sistémica de esta
patologia. Este componente del sindrome esta desarrollado por igual en la PMR
y en la ACG, lo que apoya el concepto de que es independiente de la vasculitis

florida y probablemente precede a las lesiones vasculares [236]. (Figura 6).

El hallazgo de concentraciones elevadas de la molécula de adhesion
leucocitaria soluble ELAM-1 en el suero de pacientes con ACG [237], asi como
la identificacion de otras moléculas de adhesion en los miofibroblastos

intimales, en las células inflamatorias de las biopsias arteriales [66] y en los
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microvasos neoformados en la pared arterial [238], sugiere el papel de dichas
moléculas en el paso de los leucocitos a las lesiones vasculares asi como en la

mediacién de las interacciones intercelulares.
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Figura 6. Diagrama esquematico de las fases etiopatogénicas de la ACG.
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Algunos macrofagos CD68 localizados en la capa media sintetizan
metaloproteinasas de matriz (MMP) [235]. Las MMP son enzimas algunas de
las cuales poseen capacidad elastinolitica. La elastina es el principal
componente de las fibras elasticas por lo que determinadas MMP son capaces
de destruirlas [239]. Los macrofagos que expresan MMP muestran una clara
tendencia a localizarse en la proximidad de ambas laminas elasticas y
probablemente estan involucrados en la destruccion del tejido elastico [235].
Los macrofagos C68 proximos a la lamina elastica interna con frecuencia
producen MMP junto con estos productos. Kaiser y cols. [50], identificaron otra
clase funcional de macréfagos que producen factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF)-A y PDGF-B y cuyo acumulo a nivel de la unién de la media
con la intima, se asocia con la existencia de hiperplasia intimal. Otros
macrofagos situados en el limite de la media con la intima producen factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), con capacidad angiogénica, que
favorece la formacion de nuevos vasa vasorum en todo el espesor de la pared
vascular, con claro predominio en la tunica intima, con lo que dejan de estar

restringidos a la adventicia como sucede en las arterias sin inflamacion [52].

Los macréfagos CD68 situados en la tunica intima producen sintetasa
inducible del 6xido nitrico (NOS), con capacidad para sintetizar un gas téxico, el
oxido nitrico, con un papel incierto. Por una parte, se piensa que influye en la
regulacion del tono vascular, pero también ha sido encontrado en areas de
destruccion tisular e inflamacién y se ha especulado que podria estar
involucrado en la destruccion tisular debido a su accion como radical libre. Por
tanto, la funcién ultima de la NOS no se conoce con exactitud. Su induccion
puede representar tanto un mecanismo defensivo al intentar mantener la luz
vascular abierta, como, por el contrario, resultar nocivo al facilitar el proceso

inflamatorio [235].
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Las células gigantes multinucleadas, las cuales derivan de los
macrofagos, constituyen el tercer tipo celular en el infiltrado y se localizan
preferentemente cerca de la lamina elastica interna. Se ha comprobado que
ademas de su papel clasico en la digestion y fagocitosis de detritus tisulares,
también poseen funciones secretoras [50], produciendo tanto MMP [240], con
capacidad elastinolitica, como PDGF, citocina relacionada con el grado de
hiperplasia intimal [50] y VEGF, un factor angiogénico [52]. Esto implica que las
células gigantes multinucleadas regulan multiples pasos en el programa de
respuesta al dafo de la pared vascular, lo que incluye la liberacion de MMP que
degradan el tejido elastico, de factores de crecimiento inductores de

proliferacion tisular asi como de factores angiogénicos.

En definitiva, el infiltrado vascular en la ACG presenta una distribucion
topografica definida, lo que parece indicar que la microanatomia de un vaso
determinado puede influir directamente en las caracteristicas del infiltrado
inflamatorio. Esto podria explicar el tropismo tisular de los diferentes sindromes

vasculiticos [162]. (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de la produccion de citocinas en la pared vascular.

3.8.4. Consecuencias para la pared vascular

De la accion de todas estas células inflamatorias, a través de sus
citocinas, junto con el tipo especifico de respuesta vascular al dafio en cada
caso, ya que cabe destacar que la pared arterial no permanece pasiva en la
arteritis, resulta la alteracion anatomopatoldgica tipica observada en la arteria

temporal de los pacientes con ACG [241].

3.8.4.1. Mecanismos de destruccién de la pared vascular

Uno de los efectos de la reaccion inmunolégica descrita es la destruccion

de ciertos elementos de la pared vascular. Las células de musculo liso
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desaparecen y las laminas elasticas se fragmentan. La desintegracion de las
laminas elasticas requiere la accidn de enzimas elastinoliticas, papel que se
piensa es llevado a cabo por las MMP expresadas abundantemente en la pared
arterial inflamada [235, 242, 243]. Aunque no existen claras evidencias, se ha
sugerido que la apoptosis y la necrosis podrian contribuir a la pérdida de

células de musculo liso [163, 241].

a) Accidén de las metaloproteinasas

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son proteinasas calcio-
dependientes que contienen zinc y que son activas a pH neutro [244]. Se
conocen mas de 20 MMP que se han dividido en 4 categorias: estromelisinas,
enzimas unidas a la membrana, colagenasas y gelatinasas. Las estromelisinas
(MMP-3, MMP-10 y MMP-11) degradan numerosos componentes de la matriz,
incluyendo la gelatina, el agrecano (el principal proteoglicano del cartilago) y la
fibronectina. Las metaloproteinasas unidas a la membrana (MT-MMP) estan
ancladas a la superficie celular, donde tienen funciones especializadas. Las
colagenasas secretadas (MMP-1 & colagenasa intersticial, MMP-8 6
colagenasa de los neutrofilos y MMP-13) y la MT1-MMP son las unicas enzimas
capaces de producir la ruptura de la triple hélice intacta del colageno tipo |, Il 'y
lll. Estos colagenos son las proteinas mas abundantes en el cuerpo humano,
por lo que el papel de estas colagenasas en el mantenimiento de la
homeostasis de la matriz extracelular es muy importante. Estas MMP actuan en
un lugar especifico de la molécula de colageno, separando la tripe hélice y
permitiendo el acceso de las gelatinasas y de otras proteinasas. De esto se
deduce que la expresion de colagenasa es el punto limitante para la
degradacion del colageno fibrilar [245]. Por ultimo, las gelatinasas o
colagenasas tipo IV tienen la capacidad de degradar la laminina, la fibronectina,
el colageno desnaturalizado (gelatina), el colageno tipo IV, V, VIl y X [246-248]

y la elastina [239]. Al menos existen dos tipos diferentes de gelatinasas o
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colagenasas tipo IV: la MMP-2 6 gelatinasa A que tiene un peso molecular de

72-kd y la MMP-9 ¢ gelatinasa B que tiene un peso molecular de 92-ks.

Las MMP son sintetizadas en forma inactiva o zimégeno con un
propéptido en el extremo aminoterminal que debe ser cortado para que la
enzima se active. Aunque algunas de estas enzimas son activadas
intracelularmente, la activacion de la gran mayoria de ellas tiene lugar
extracelularmente mediante la accion de numerosas proteasas y de otras MMP.
La expresion de la mayoria de estas enzimas esta regulada a nivel de su
transcripcion por factores de crecimiento, hormonas, citocinas y transformacion
celular. Las actividades proteoliticas de las MMP estan controladas de forma
precisa mediante la activacion desde sus precursores y la inhibicibn mediante
inhibidores endogenos, como las a-macroglobulinas y los inibidores tisulares de
las metaloproteinasas (TIMP) [244, 249]. Las gelatinasas se secretan en
asociacion con los inhibidores especificos de las MMP o TIMP (MMP-2/TIMP-2
y MMP-9/TIMP-1) que se unen al dominio carboxi-terminal de las

progelatinasas [249].

Las MMP constituyen una familia de enzimas que colectivamente
degradan todos los componentes de la matriz extracelular [245]. La membrana
basal es una estructura de la matriz extracelular sintetizada por células
epiteliales y endoteliales y que esta compuesta esencialmente por colageno
tipo IV, laminina y perlecan. Otros componentes importantes son el
nidégeno/entactina, el colageno tipo V y la fibronectina entre otras
glicoproteinas y proteoglicanos [250]. Su organizaciéon estructural en multiples
capas la convierte en una barrera altamente resistente. Las MMP estan
implicadas en multiples procesos que requieren la interrupcion de la membrana
basal y la degradacion de otros componentes de la matriz extracelular. De este
modo, juegan un papel crucial en los procesos fisioldgicos de remodelamiento

como el desarrollo embrionario, la involucién uterina en el postparto, el
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remodelamiento 6seo y la curacién de las heridas, donde las concentraciones
de estas enzimas tipicamente son bajas [251]. Por otro lado, en algunas
patologias entre las que se incluye la invasion tumoral [252-254], las artropatias
[245], como la artritis reumatoide [255] y la artrosis [256, 257], la aterosclerosis
[258-260] y los aneurismas de aorta [261], se produce una expresion aberrante
de diferentes MMP.

El infiltrado inflamatorio de las arterias temporales con ACG es
especialmente prominente a lo largo de la lamina elastica interna [112, 262].
Las células gigantes multinucleadas se localizan muy cerca de dicha lamina
elastica y en algunos casos se ha observado que contienen en su citoplasma
fragmentos de fibras elasticas presumiblemente fagocitadas [17, 113]. Estas
observaciones junto con el hecho de que en las fases avanzadas de la
enfermedad resulta dificil reconocer la lamina elastica en la pared arterial,
conducen a pensar que la fragmentacion del tejido elastico es crucial para el
desarrollo de las lesiones histopatologicas que se observan en la ACG [185,
188].

La elastina es el principal componente de las fibras elasticas [239, 263].
Es sintetizada por las células de musculo liso [239] y su papel es critico para la
integridad de muchos tejidos, entre los que se incluyen los vasos sanguineos.
Existen sélo unas pocas enzimas capaces de degradar la elastina, entre las
que se encuentran las colagenasas tipo IV o gelatinasas, un subtipo de MMP,
de las que se han identificado dos clases: la MMP-2 y la MMP-9 [239]. El papel
de estas enzimas ha sido estudiado en distintas patologias vasculares, como
en la aterosclerosis [259, 260], los aneurismas de aorta [261, 264] y en la ACG
[235, 242, 243, 265].

Tanto la MMP-2 [235], como la MMP-9 [242, 243] han sido identificadas
en arterias temporales con ACG en macrofagos situados cerca de areas donde

la ldmina elastica interna estad degenerada. En el suero de pacientes con ACG
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que no habian recibido tratamiento, se han encontrado concentraciones
elevadas de MMP-9 [242]. Aunque estas MMP parecen tener un importante
papel en la degradacion de la lamina elastica interna, hallazgo histopatolégico
muy caracteristico de la ACG, los resultados de los diferentes estudios no

concuerdan respecto al papel especifico de cada una de ellas.

b) Peroxidacién lipidica de las membranas celulares

En las arterias con ACG, se ha descrito que la peroxidacion lipidica de
las membranas celulares puede actuar como un mecanismo de dafio tisular.
Los productos de la peroxidacion lipidica se generan por intermediarios
reactivos del oxigeno dirigidos contra los componentes lipidicos de la
membrana celular [53, 240]. Mientras que los metabolitos téxicos del oxigeno
son dificiles de detectar en los tejidos debido a su vida media extremadamente
corta, los aldehidos formados por su interaccidn con grupos lipidicos se
identifican facilmente mediante anticuerpos especificos. En las arterias
temporales, las células diana preferentes de la peroxidacion lipidica son las
células de musculo liso de la media, pero este dafio oxidativo también afecta a
la membrana de los macrofagos CD68 de dicha tunica media. En la intima y en
la adventicia, en cambio, este mecanismo lesivo de las membranas celulares
inducido por los metabolitos reactivos del oxigeno no se produce. Parece ser
que la activacion mitocondrial caracteristica de un grupo de macréfagos
localizado en la media y cerca de la lamina elastica interna esta directamente
relacionada con la peroxidacidon lipidica de las membranas celulares. El
aumento de las reacciones enzimaticas de la cadena de transporte de
electrones en las mitocondrias se asocia con la produccion de metabolitos
reactivos del oxigeno, que pueden inducir la peroxidacion lipidica [240]. En
estudios experimentales se ha demostrado que algunas de las células del
infiltrado inflamatorio pueden autoprotegerse del dafio oxidativo mediante la

regulacion de la aldolasa reductasa, enzima que metaboliza los grupos
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aldehido toxicos, funcionando como un detoxificador del dafio oxidativo [53].
Existen evidencias de que el dafo oxidativo en la ACG también incluye la
nitracion, cuya existencia se ha demostrado en areas de formacién de

granulomas.[163].

3.8.4.2. Mecanismos de remodelamiento de la pared vascular

Cabe destacar que la pared arterial no permanece pasiva en la arteritis,
sino que tiene varias opciones para responder a la reaccion inmunolégica que
tiene lugar en ella. En principio, la pared vascular intenta protegerse del ataque
produciendo un exceso de proteinas protectoras, como la proteina del choque
de calor, asi como mediante procesos regenerativos, que incluyen la
proliferacion tisular y la curacién. Sin embargo, la repuesta de la pared arterial
puede ser contraproducente, maladaptativa, ampliando el dafio y produciendo
alteraciones histopatologicas, lo que resultaria en dafo vascular [241]. El
paradigma actual mantiene que la hiperplasia intimal representa una respuesta
de la pared arterial al dafio, esto es, un mecanismo de reparacidon mas que una
via de destruccion tisular [266, 267]. Se piensa que, mediante las sefales
adecuadas, las células de musculo liso de la media pasan de tener una funcion
contractil a tenerla secretora, se hacen moviles y migran hasta la capa
subendotelial donde comienzan a proliferar. Se cree que el papel de las
metaloproteinasas es muy importante en esta fase ya que son necesarias para
la ruptura de la membrana basal que permite la migracion tisular [241].
Continua siendo materia de debate si la célula con apariencia de fibroblasto
que produce la hiperplasia intimal al proliferar, es realmente la célula de
musculo liso [268]. Algunos autores han apuntado que el lugar de origen de los
miofibroblastos que migran y dan lugar a la neointima que obstruye la luz es la
adventicia [269]. La hiperplasia intimal sélo puede producirse en un
microambiente que proporcione factores de crecimiento, atribuyéndose un
papel clave al PDGF [50].
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Por ultimo, otro rasgo histopatolégico caracteristico de las arterias
afectadas por ACG consiste en la neovascularizacion. Como se ha apuntado
anteriormente, en la tunica media y en la intima de las arterias sanas no existen
los capilares conocidos como vasa vasorum, es decir, la pared arterial es
practicamente un tejido avascular. En las arterias temporales inflamadas, se
forman nuevos vasa vasorum en la media y, especialmente, en la intima
hiperplasica. La formacion de nuevos vasos sanguineos es un proceso
complejo regulado por varios mediadores, tanto locales como séricos. El VEGF
tisular ha demostrado poseer capacidad angiogénica y se ha visto que es
producido tanto por macréfagos CD68 como por las células gigantes en las
arterias con ACG. Su produccion puede probablemente estar complementada

por mediadores en la circulacién como la haptoglobina [270].

Por otra parte, las células de musculo liso de la pared vascular también
han demostrado presentar funciones secretoras en menor grado y parecen
contribuir discretamente a la produccion de PDGF [50], MMP-9 [242] y NOS
[235].

Las alteraciones anatomopatolégicas observadas en las biopsias de
arterias temporales con ACG son consecuencia de todos los mecanismos
anteriores. Asi, en la pared de los vasos afectados se observa un infiltrado
inflamatorio de células mononucleares compuesto por linfocitos CD4,
macrofagos y células gigantes, o bien una reaccion granulomatosa. Es
caracteristica la fragmentacién de la lamina elastica interna y la hiperplasia
intimal que en ocasiones puede ocluir la luz vascular. Finalmente, los vasa
vasorum, como consecuencia de la neoangiogénesis, se observan en todo el

espesor de la pared arterial (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de las alteraciones anatomo-patoldgicas en la ACG.
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Justificaciéon

La incidencia de la arteritis de células gigantes aumenta con la edad y
parece estar aumentando progresivamente a lo largo del tiempo, segun se ha
evidenciado en algunos estudios epidemiolégicos. Hoy en dia se considera una
importante causa de morbilidad en pacientes de edad avanzada y se presume
que adquirira mas relevancia con el progresivo envejecimiento de la poblacion.
Por otra parte, su etiologia continua siendo desconocida y los mecanismos
patogénicos, aunque son objeto de numerosos estudios por parte de los
diferentes investigadores, no estan totalmente aclarados. El tratamiento con
glucocorticoides controla rapida y eficazmente los sintomas en la gran mayoria
de los pacientes, pero aproximadamente el 25% de éstos experimenta alguno
de sus efectos secundarios, lo que contribuye al empeoramiento de la calidad
de vida de estas personas de edad avanzada que ademas, frecuentemente

presentan comorbilidad previa.

Dado que diversas observaciones apoyan la hipotesis de que uno o
varios agentes infecciosos podrian desencadenar el proceso patoldgico
resultante en la arteritis de células gigantes, éstos han sido objeto de varios
estudios en los ultimos afios. Chlamydia pneumoniae ha sido el agente mas
estudiado y parece haber sido descartado por la mayoria de los autores.
Algunas de las evidencias observadas apuntan mas en la direccion de un
posible origen virico. En este sentido, el parvovirus B19, con ciclos epidémicos
similares a las variaciones de la incidencia de la arteritis de células gigantes en
algunas regiones, y los virus herpes, capaces por una parte de producir
infeccion latente en los seres humanos que posteriormente puede reactivarse v,
en algunos casos, de originar células gigantes multinucleadas, frecuentes en
las lesiones de arteritis de células gigantes, han focalizado la atenciéon de
algunos investigadores. En el caso de parvovirus B19, los tres estudios
realizados hasta el momento sobre su posible papel etiolégico en la arteritis de
células gigantes no han incluido un numero muy elevado de biopsias positivas

y, ademas, sus resultados son discordantes. La presencia de los virus herpes a
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nivel de las arterias temporales sélo ha sido objeto de un estudio reciente que
incluia un numero limitado de biopsias con alteraciones histopatoldgicas de

arteritis de células gigantes.

Puesto que entre los expertos prevalece la idea de que lo mas probable
es que el proceso vasculitico de la arteritis de células gigantes sea una via
comun que puede ser desencadenada por diferentes agentes etiologicos,
puede especularse que el hecho de que no se encuentre relacién con un factor,
infeccioso o no, en una determinada zona geografica, no descarta
forzosamente el papel etiolégico de ese factor en otra poblacién o zona
geografica. En caso de que se pudiera demostrar que un determinado agente
infeccioso origina esta vasculitis y segun el agente del que se tratara, esto
podria tener cierta implicacion a la hora de instaurar el tratamiento infeccioso
especifico, pudiendo quizas contribuir a disminuir los efectos secundarios

derivados del tratamiento sintomatico actual con glucocorticoides.

La fragmentacién de la lamina elastica interna es uno de los principales
mecanismos de destruccién de la pared vascular en la arteritis de células
gigantes, asi como de la formacién de aneurismas adrticos, una de las
complicaciones tardias mas temidas de esta vasculitis. Tanto Ia
metaloproteinasa-2 como la metaloproteinasa-9 se han encontrado en las
células inflamatorias infiltrantes y en ciertos componentes celulares de la pared
en las arterias afectadas por la arteritis de células gigantes y, por su capacidad
elastinolitica, se ha apuntado su posible papel en la degeneracion de la lamina
elastica. Ademas, a estas enzimas también se les ha atribuido un papel
primordial en el desarrollo de la hiperplasia intimal, considerandose que son
necesarias para la movilizacion de las células de musculo liso, probablemente
procedentes de la capa media, y su migracion hasta la intima donde proliferan
originando dicha hiperplasia intimal, la cual en ocasiones puede comprometer la

luz vascular y resultar en isquemia tisular, responsable de graves
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manifestaciones clinicas como la amaurosis. Estas metaloproteinasas también
se han encontrado en diferentes arterias con patologia vascular degenerativa,
tanto con aterosclerosis, en arterias coronarias, en las carétidas y en la aorta,
como con aneurismas, por lo que se ha sugerido su posible participacién en la
ruptura de las placas aterosclerdticas y en la degradacion de la lamina elastica
en los casos de aneurisma. Por otra parte, en las arterias temporales de
pacientes de edad avanzada, sin lesiones de vasculitis, también se observa
cierto grado de degeneracién de la lamina elastica interna y de hiperplasia
intimal, sin que hasta el momento se hayan estudiado los mecanismos

moleculares subyacentes a estos cambios.

El papel especifico de cada una de estas metaloproteinasas en la
arteritis temporal no esta aclarado. Existen pocos estudios al respecto y los que
se han llevado a cabo incluyen un numero limitado de arterias y muestran
resultados discordantes. Puesto que la degeneracién de la lamina elastica
interna es uno de los principales mecanismos de dafio vascular en la arteritis de
células gigantes, se puede aventurar que el conocimiento preciso de los
mecanismos moleculares subyacentes que la producen podria ayudar a
descubrir alguna diana terapéutica para prevenir la destruccién vascular, asi
como el desarrollo de aneurismas aorticos. Ademas, por las caracteristicas
comunes de la ACG con la aterosclerosis, enfermedad inflamatoria vascular
principal responsable de la mortalidad y de una importante morbilidad en los
paises occidentales, dicho conocimiento podria contribuir a abrir nuevas lineas

de investigacion en esta patologia.
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Objetivos generales

1. Estudiar la asociacion entre determinadas infecciones viricas y la arteritis de

células gigantes.

2. Determinar si existen diferencias en la expresion de metaloproteinasas entre
las biopsias positivas y las negativas para arteritis de células gigantes, asi

como su localizacién en la pared arterial.

3. Analizar si la presencia de las metaloproteinasas o los virus en estudio esta
relacionada con las caracteristicas histopatologicas de las biopsias, asi

como con las variables clinico-epidemioldgicas de los pacientes estudiados.

4. Conocer cuales son los factores predictores del resultado de la biopsia de la

arteria temporal en nuestros pacientes.

Objetivos especificos

1. Analizar si la presencia de ADN de parvovirus B19 a nivel de la arteria
temporal se asocia con la existencia de hallazgos histolégicos compatibles

con arteritis de células gigantes.

2. Estudiar si la deteccion de ADN de diversos virus herpes a nivel de la arteria
temporal, en concreto los virus herpes simple, virus de Epstein-Barr, virus
varicela-zoster, citomegalovirus y herpes humano tipo 6 se asocia con las

alteraciones histologicas caracteristicas de la arteritis de células gigantes.

3. Estudiar si las arterias positivas para arteritis de células gigantes expresan
metaloproteinasa-2 y/o metaloproteinasa-9 en mayor proporcion que las

negativas.
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4. Determinar qué tipo de células expresan la metaloproteinasa-2 y/o la

metaloproteinasa-9 y su localizacion a nivel de la pared arterial.

5. Analizar la relacibn entre la existencia de metaloproteinasa-2,
metaloproteinasa-9 y la de los virus estudiados a nivel de la biopsia de la

arteria temporal y las siguientes alteraciones histopatoldgicas:

a) afectacion exclusiva de la adventicia

b) existencia de células gigantes

c) hiperplasia intimal

d) degeneracién de la lamina elastica interna
e) disminucion de la luz vascular

f) calcificaciones

6. Analizar la relacion entre la existencia de metaloproteinasa-2,
metaloproteinasa-9 y la de los virus estudiados a nivel de la biopsia de la

arteria temporal y:

a) la edad, el género y los antecedentes patolégicos de los pacientes
b) el tiempo de evolucion de los sintomas y el tratamiento previo con
corticoides

c) los signos y sintomas locales y sistémicos

7. Estudiar las caracteristicas diferenciales de los pacientes segun el resultado
de la biopsia de la arteria temporal con el fin de contribuir a la mejora del

conocimiento del procedimiento diagndstico en nuestro centro.
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1. En las biopsias positivas para ACG se detecta con mas frecuencia que en
aquellas sin vasculitis alguno de los siguientes virus: parvovirus B19, virus
herpes simple, virus de Epstein-Barr, virus varicela-zoster, citomegalovirus o

virus herpes humano tipo 6.

2. La metaloproteinasa-2 se expresa en la misma proporcion en las biopsias
positivas que en las negativas para ACG, mientras que la metaloproteinasa-
9 se detecta con mayor frecuencia en las biopsias positivas para ACG, en

relacion a las negativas.

3. La metaloproteinasa-2 se expresa en las células de musculo liso de la pared
arterial tanto en las biopsias positivas para ACG como en las negativas.
Ambas metaloproteinasas se detectan en el citoplasma de los macréfagos
cercanos a la lamina elastica interna y en el de las células gigantes en las

biopsias positivas para ACG.

4. La expresion de metaloproteinasa-2 a nivel de las células de la pared
arterial tanto en las biopsias positivas como en las negativas para ACG, se
relaciona con la existencia de degeneracién de la lamina elastica interna asi
como de hiperplasia intimal, independientemente de la existencia de
infiltrado inflamatorio y no tiene relacién con el tiempo de evolucién de los

sintomas del paciente, pero si con la edad avanzada de éste.

5. La expresidon de metaloproteinasa-9 en las biopsias arteriales afectadas por
ACG, se relaciona con la existencia de degeneracion de la lamina elastica
interna y de hiperplasia intimal en los lugares préximos a los macréfagos y
células gigantes. Su expresion aumenta con el tiempo de evolucion de los
sintomas y es menor en los pacientes en los que se ha iniciado tratamiento

con glucocorticoides antes de la realizacion de la biopsia.
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6. La presencia de parvovirus B19 a nivel arterial se relaciona con una mayor
frecuencia de fiebre y anemia entre las manifestaciones clinicas de los

pacientes.

7. La presencia de alguno de los virus herpes estudiados se relaciona con la
manifestacion clinica inicial en forma de sindrome febril. La existencia de
virus de Epstein-Barr en las biopsias positivas para ACG se relaciona con la

presencia de células gigantes.

8. El resultado positivo de la biopsia de arteria temporal para ACG se asocia
con la edad avanzada de los pacientes y con la existencia de sintomas y
signos craneales. El engrosamiento de la arteria temporal y la disminucion

de pulso son importantes predictores del resultado positivo.
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1. Diseio del estudio

El disefio de este estudio es de tipo observacional y transversal.

1.1. Selecciéon de la muestra

Se trata de una muestra amplia de pacientes consecutivos, enmarcada
dentro de los muestreos de tipo no probabilistico. Se identificaron todos los
pacientes a los que se realizé6 biopsia de arteria temporal en el Hospital
Universitari Vall d’Hebron, por sospecha clinica de ACG, desde el 1 de Enero
de 1997 hasta el 31 de Marzo de 2002, revisando los informes emitidos por el
Servicio de Anatomia Patolégica durante ese tiempo. Se hallé una biopsia por

paciente.

Las arterias se dividieron en dos grupos en funcion del resultado de la
biopsia: con alteraciones histolégicas compatibles con ACG y sin hallazgos
histolégicos compatibles con ACG. Se compararon los resultados de las

diferentes determinaciones realizadas entre estos dos grupos.

1.2. Criterios de inclusiéon

El criterio inicial fue el de incluir toda biopsia de arteria temporal
realizada en el Hospital Universitari Vall d’Hebron por sospecha de ACG

durante el periodo de estudio.

1.3. Criterios de exclusion

El unico criterio de exclusion de una biopsia fue que hubiera sido
eliminada tras su revisién por el anatomopatélogo. En concreto se excluyeron

las muestras consideradas de baja calidad, o aquellas en las que por no quedar
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disponible una cantidad de material suficiente se hacia impracticable realizar

las determinaciones que planteabamos.

1.4. Tamano de la muestra y potencia del estudio

El tamafio de la muestra esta sujeto al numero de biopsias realizadas
durante el marco temporal al que nos hemos referido anteriormente. Durante el
periodo referido de cinco afos, se encontraron 175 pacientes a quienes se
realizd biopsia de arteria temporal por sospecha de ACG. Tras una primera
valoracion de la calidad y de la disponibilidad de las muestras se rechazaron 28

(16%), por lo que quedaron 147 utiles para el estudio.

Para calcular si el tamafio de la muestra era el adecuado se tuvieron en
cuenta las premisas siguientes: tal como se observa de las series mas grandes
anteriormente publicadas [271, 272], la relacion entre el numero de biopsias
positivas y el de biopsias negativas seria aproximadamente de 1:2, o lo que es
lo mismo, habria un 33% de biopsias positivas respecto al total de biopsias
solicitadas. Aplicado este porcentaje a nuestra serie de 147 biopsias, nos daria
una cantidad de 49 positivas y 98 negativas. En base a los datos publicados
sobre la prevalencia de parvovirus B19 en muestras de biopsia de arteria
temporal, Gabriel y cols.[83] hallaron un 10,8% en las biopsias negativas y un
53,8% en las positivas. Dejando constante el porcentaje de positivos en las
biopsias negativas (10,8%) y asumiendo un riesgo a de 0,05 se obtuvo que la
muestra seria suficiente para observar diferencias significativas si el porcentaje
de positivos en las biopsias positivas fuera al menos del 35%, con una potencia
(1-B) adecuada. Concretamente, con 50 biopsias positivas y 100 negativas
obtendriamos una potencia del 90%, y con 39 positivas y 78 negativas la

potencia seria del 80%.
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2. Muestras arteriales

En su momento, las muestras habian sido fijadas en formaldehido al
10% e incluidas en bloques de parafina. A partir de estos bloques en los que
estaban conservadas las biopsias, se realizaron diversos cortes de 4 um de
grosor de cada biopsia, para llevar a cabo las diferentes tinciones de
histoquimica y de inmunohistoquimica y se obtuvieron dos cortes adicionales
de 40-50 um de grosor de cada biopsia para realizar las determinaciones de
DNA virico mediante PCR.

Cada uno de los cortes realizados para las determinaciones de PCR fue
identificado exclusivamente con el numero de biopsia, con la finalidad de que
dichas determinaciones se realizaran de forma ciega a la positividad o
negatividad de la biopsia para ACG asi como a los datos obtenidos de la
revision de la historia clinica. Toda la informacién fue incluida en una hoja de

recogida de datos.

Se consider6 una biopsia de arteria temporal histologicamente
compatible con ACG cuando cumplia los criterios anatomopatoldgicos
propuestos por Lie y el Subcomité para la clasificacion de vasculitis del
American College of Rheumatology (ACR) [17], es decir, cuando existia un
infiltrado inflamatorio de predominio linfomononuclear, aunque también podia
contener algunos neutrdfilos y eosindfilos, al menos en una capa de la pared
vascular, o bien cuando existia una reaccion granulomatosa con células
gigantes. Para el diagnostico no se requeria la observacion de células gigantes.
El hallazgo de areas limitadas de necrosis fibrinoide no excluia el diagndstico.
Era necesario descartar la afectacion de la arteria temporal por otro tipo de
vasculitis diferente a la ACG. Asi, un predominio de eosindfilos en el infiltrado
inflamatorio apuntaba al diagnoéstico de sindrome de Churg-Strauss y una

panarteritis con necrosis fibrinoide difusa orientaba al diagnéstico de una
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vasculitis necrotizante del tipo de la poliarteritis nudosa. Una biopsia se

considerd negativa para ACG cuando no existia infiltrado inflamatorio en la

pared vascular, o el que existia no cumplia las caracteristicas explicadas

anteriormente.

3. Determinaciones de anatomia patolégica

Todas las técnicas de anatomia patoldgica se realizaron en el Servicio

de Anatomia Patologica del Hospital Universitari Vall d’Hebron. Con la finalidad

de realizar las tinciones de la forma mas homogénea posible, en los casos de

los que éstas se realizaban de forma automatizada, se llevaron a cabo en

grupos de 50.

3.1. Material

o Para el procesamiento de la muestra

- Capsulas de plastico HISTOSETTE |

- Formaldehido 3,7 - 4% tamponado a pH =7 PANREAC (formol 10%)
- Bloque dispensador de parafina TISSUE-TEK

- Microtomo electrénico Microm HM 340 E

- Portaobjetos

- Bafo caliente

- Estufa MEMERT

. Para la tincion de las muestras

- Maquina de tincion TISSUE-TEK DRS
- Montador TISSUE-TEK
- DAKO EnVision System
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° Microscopio

- Microscopio optico LEITZ WETZLAR, DIALUX 20 EB, con oculares 12,5x y
objetivos de 2,5x, 4x, 10x, 25x y 40x
- Microscopio 6ptico NIKON, ECLIPSE 400

o Material fotografico

- Maquina fotografica convencional LEITZ WETZLAR, acoplada al microscopio
LEITZ WETZLAR

- Pelicula KODAK, EKTACHROME 64T

- Camara digital OLIMPUS DP 11, acoplada al microscopio NIKON

- Imagenes grabadas como formato JPG

3.2. Métodos

3.2.1. Procesamiento de las muestras

Inicialmente las arterias llegaron al laboratorio de Anatomia Patoldgica
fijadas en formol y se realizaron 3 cortes transversales de 3 mm de cada
muestra, que fueron introducidos de forma paralela en capsulas de plastico.
Posteriormente se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 4 um con el
microtomo electronico, que fueron recogidos en portaobjetos desde el bafio
caliente. Estas preparaciones se estufaron antes de proceder a las tinciones de

histoquimica e inmunohistoquimica correspondientes (Figura 9).

90



Material y Métodos

1cm

O

3 mm 3 mm 3 mm
/N =
(o=
Microtamo - -

E— m—

Figura 9. Esquema de la realizacion de los cortes histoldgicos.

7.1.1. Tinciones de histoquimica

3.2.2.1. Tincion basica de hematoxilina-eosina [273]

Consta de una fase inicial en la que se colorean los nucleos celulares
con la hematoxilina y una fase posterior de contraste citoplasmatico y de los
componentes extracelulares con la eosina. Esta tincion se realizé de forma
automatizada en el aparato TISSUE-TEK DRS. Los colorantes hematoxilina y

eosina utilizados fueron fabricados comercialmente.

° Procedimiento técnico

1) Fijacion
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2) Soluciones:

> wbh -

Solucién de hematoxilina de Harris*
Etanol acido al 1%
Solucién de azuleamiento: Agua corriente

Solucién alcohdlica de eosina**

3) Modo de operar:

o 0N =

Desparafinar e hidratar.
Tefir con hematoxilina de Harris durante 2 minutos
Lavar en agua corriente

Diferenciar en alcohol acido al 1% durante 30 segundos

Azular en la solucidon de azulamiento durante 5 minutos.

abundantemente tras el azulado

6. Colorear con eosina durante 2 minutos

Lavar en agua corriente

8. Deshidratar, aclarar y montar

o * Preparacion de la solucién de hematoxilina de Harris [274]:

Hematoxilina (cristalizada): 1 gramo

Etanol absoluto: 10 ml

Disolver calentando suavemente:

Alumbre potasico o amonico: 20 gramos
Agua destilada: 200 ml

Lavar

Disolver en caliente. AfAadir la solucion de hematoxilina y llevar a

ebullicién. Cuando empieza a hervir se anade:

Oxido rojo de mercurio: 0,5 gramos
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Dejar disolver el 6xido removiendo lentamente hasta que la solucion
adquiera color purpura. Sumergir inmediatamente en agua fria. Cuando la

solucion se haya enfriado, filtrar y afadir:
- Acido acético glacial: 10 m

Tiempo medio de tincion entre 1 y 2 minutos.

. ** Preparacion de la solucion de eosina alcohdlica [274]:

a) Solucion “stock”:

- EosinaY: 1 gramo

- Agua destilada: 20 ml
Disolver calentando suavemente y dejar enfriar. Ahadir:
- Etanol al 95%: 80 ml
b) Solucion de trabajo:
- Solucion “stock”™: 25 ml
- Etanol al 80%: 75 ml
3.2.2.2. Método de la hematoxilina de Verhoeff-van Gieson para fibras

elasticas [275]

Las fibras elasticas estan compuestas por un nucleo central de
naturaleza proteica (elastina) rodeado por un componente microfibrilar
periférico, o elastomucina, de naturaleza quimica similar a la de los
mucopolisacaridos. La presencia de esta capa hace que, en condiciones
normales, las fibras elasticas sean aciddfilas. No obstante, tras la oxidacion su

componente microfibrilar se torna intensamente basofilo por formacién de

93



Material y Métodos

grupos acidos sulfatados sobre su superficie, hecho que se aprovecha en

numerosos procedimientos técnicos para conseguir una coloracion selectiva.

Esta técnica se fundamenta en realizar una coloracién diferencial no muy

selectiva de las fibras elasticas con una laca de hematoxilina férrica a través de

fendmenos electrofisicos de atraccion entre la laca catidnica y la elastomucina.

Se realizé de forma manual y constaba de las siguientes fases.

1)

2)

3)

Procedimiento técnico:

Fijacion
Soluciones:
1. Solucién acuosa de cloruro férrico al 10%
2. Solucién yodo-yodurada de Lugol:
- Yodo metalico: 2 gramos
- Yoduro potasico: 4 gramos
- Yoduro potasico: 100 ml
3. Solucion de Verhoeff:
Se disuelven 1,5 g de hematoxilina en 30 ml de alcohol absoluto
aplicando calor suave, se enfria y filtra. Se afaden por el siguiente
orden y se mezclan en agitacion continua:
- 12 ml de la solucién de cloruro férrico al 10%
- 12 ml de la solucion de Lugol
4. Solucién diferenciadora acuosa de cloruro férrico al 2%

Modo de operar:

1.

Desparafinar e hidratar
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2. Teidir con la solucion de Verhoeff hasta que los cortes aparezcan de
coloracién negruzca (15-45 minutos)

3. Diferenciar con la solucién de cloruro férrico al 2% durante algunos

minutos verificando mediante lavado en agua destilada y examen al

microscopio que solamente estan coloreadas de negro las fibras

elasticas y los nucleos y que el resto del tejido queda de color gris. Si

la diferenciacién resulta excesiva, el corte vuelve a tratarse con la

solucién de Verhoeff.

Lavar en agua destilada.

Aclarar en etanol al 96% para eliminar la tincion debida al yodo.

Lavar en agua destilada durante 5 minutos.

Contrastar con la coloracién de van Gieson durante 1 6 2 minutos.

Diferenciar con alcohol etilico al 96%.

© © N o 0 bk

Deshidratar, aclarar y montar.

3.2.2.3. Método tricromico de Masson [275]

Se utiliza para la demostracion de las fibras colagenas,
fundamentalmente se tifie el colageno de tipo | que forma las gruesas fibras de
colagena existentes en los espacios extracelulares y estromas organicos.
Estos elementos poseen afinidad por los colorantes acidos debido a su riqueza
en grupos fuertemente catidnicos dependientes de los aminoacidos que
componen la cadena polipeptidica. Se utilizan diferentes colorantes: colorantes
nucleares, habitualmente una laca de hematoxilina férrica; colorantes
citoplasmaticos en solucion finamente dispersa, la escarlata de Biebrich y
colorantes del conjuntivo, derivados del anillo del trifeniimetano, que van en

solucién coloidal, en verde luz SF.

. Procedimiento técnico:

1) Fijacidn: con la solucion de Bouin
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2)

Soluciones:

. Solucién de Bouin [274]:

Solucién acuosa saturada de acido picrico (acido picrico al 1-2%
en agua destilada): 750 ml.

Formalina concentrada: 250 ml.

Acido acético glacial: 50 ml

pH final aproximado:2,2

Tiempo de fijacion : 5 horas.
Tras la fijacion, lavar abundantemente en alcohol al 70% hasta la
decoloracion de la muestra para asegurar la total eliminacion de

acido picrico.

. Solucién de hematoxilina férrica de Weigert [274]:

a) Soluciones “stock”:
Solucion I:

- Hematoxilina cristalizada: 1 gramo
- Etanol al 95%: 100 ml

Solucioén II:

- Cloruro férrico anhidro (FeCls): 1,5 gramos
- Agua destilada: 100 ml

b) Solucién de trabajo:

- Mezclar a partes iguales las soluciones | y Il. En este
momento la solucion se torna de color negroazulado que

rapidamente vira a pardonegruzco.
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3)

Preparar en fresco y anadir:

- Acido clorhidrico concentrado: 1,0 ml

El tiempo de tincidn con la solucion de trabajo es de 10 minutos.
3. Solucion de escarlata de Biebrich, fucsina acida:

- Escarlata de Biebrich al 1% en agua destilada: 90 ml
- Fucsina acida en solucion acuosa al 1%: 10 ml

- Acido acético glacial: 1 ml

4. Solucién acuosa de acido fosfotungstico al 5% o soluciéon de &cido

fosfomolibdico:

- Acido fosfotiingstico: 5 gramos
- Acido fosfomolibdico: 5 gramos
- Agua destilada: 200 ml

5. Solucién de verde luz (light green) al 2%:

- Verde luz SF amarillento: 2 gramos
- Agua destilada: 99 mi

- Acido acético glacial: 1 ml

6. Solucion diferenciadora: solucién acuosa de acido acético glacial al
1%

Modo de operar:

1. Desparafinar e hidratar hasta el agua destilada de manera habitual.
2. En material fijado en soluciones de formaldehido o alcohdlicas se
recomienda hacer un mordentaje previo con liquido de Bouin durante

1 hora a 56-60°C o toda la noche a temperatura ambiente.
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3.2.3.

3. Enfriar y lavar en agua destilada hasta que desaparezca el color
amarillo.

4. Tehir con hematoxilina férrica durante 10 minutos. Lavar en agua

corriente durante 10 minutos.

Lavar en agua destilada.

Tenir con la solucion de escarlata-fucsina acida durante 2-5 minutos.

Lavar en agua destilada.

© N o O

Tratar con la solucion de acido fosfomolibdico-fosfotugnstico durante
10-15 minutos si se va a colorar con la solucion de azul de anilina o
en la solucidn acuosa de acido fosfotungstico al 5% durante 15
minutos si se desea tefiir con verde luz.

9. Tenir con solucién de azul de anilina 15 minutos o con soluciéon de

verde luz 5 minutos.
10.Lavar en agua destilada.
11. Diferenciar en la solucién de acido acético al 1% durante 3-5 minutos.

12.Deshidratar, aclarar y montar.

Tinciones de inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunohistoquimica se realizaron de forma

automatizada, mediante el sistema DAKO EnVision™'Systems, que utiliza un

método indirecto de visualizacién en dos pasos (Figura 10).

1)

2)

Procedimiento:

En primer lugar, un anticuerpo primario no conjugado se une al antigeno.

Posteriormente, se aplica un anticuerpo secundario marcado con una

enzima (la peroxidasa) dirigido contra el anticuerpo primario, que ahora

98



Material y Métodos

es el antigeno, y a continuacién se anade la solucidn de sustrato

cromégeno. Todo esta incluido en kits de EnVision™.

Anticuerpo secundario marcado enzimaticamente

| Anticuarpo primario

A
Antigeno tisular

Figura 10. Método indirecto en dos pasos: El anticuerpo secundario marcado

enzimaticamente reacciona con el anticuerpo primario unido al tejido.

o Anticuerpos primarios:

1. Para deteccion de macrofagos:

- Anticuerpo monoclonal de ratén anti-macréfago humano CD68.
- Clon KP1.

- Dilucion: 1:200.

- Casa comercial: DAKO.

- Numero de codigo: M 0814.

2. Para la deteccidon de metaloproteinasa-2 (MMP-2):

- Anticuerpo monoclonal de raton: MMP-2 (72kDa Collagenase V) Ab-1.
- Clon CA-4001.
- Dilucion: 15:1000.

- Casa comercial: Vitro-Neomarkers.
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- Referencia: NEM-MS-567-P.

3. Para la deteccion de metaloproteinasa-9 (MMP-9):

- Anticuerpo policlonal de conejo: MMP-9 (92kDa Collagenase V) Ab-9.

- Inmundgeno: un péptido sintético de la region media de la MMP-9
humana.

- Dilucion: 2,5:1000.

- Casa comercial: Vitro-Neomarkers.

- Referencia: NEM-RB-1539-P.

. Kits de EnVision™

- K 4007 HRP, Mouse (DAB+) , para los casos en que se utilizan
anticuerpos primarios monoclonales, es decir, para la deteccion de
macrofagos CD68 y MMP-2.

- K 4011 HRP, Rabbit (DAB+), para los casos en que se utilizan

anticuerpos primarios policlonales, es decir, para la deteccion de MMP-9.

Estos kits se basan en la técnica de la peroxidasa y, ademas del
anticuerpo secundario, contienen un reactivo que bloquea la peroxidasa
endogena y un sistema de sustrato cromogénico de diaminobenzidina (DAB+)

de alta sensibilidad.

. Tiempos de incubacion

- Anticuerpos primarios:

- Anti-CD68: 30 minutos.
- Anti-MMP-2: 60 minutos.
- Anti-MMP-9: 45 minutos.
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En los casos de anti-MMP-2 y anti-MMP-9 se hicieron pruebas con
diferentes tiempos de incubacion (de 30 a 60 minutos), obteniendo como
optimos los detallados previamente. En el caso de anti-CD68 el tiempo estaba

preestablecido por tratarse de una técnica de rutina en este laboratorio.

- Anticuerpos secundarios:

- 30 minutos.

. Desenmascaramiento del antigeno

El formol, el fijador mas universal, parece ser el principal causante de la
pérdida de inmunorreactividad del tejido por el entrecruzamiento proteico que
produce, lo que contribuye de forma importante al problema de la falta de
reproducibilidad y dificil estandarizacion de las técnicas de inmunohistoquimica.
Con el tiempo se han desarrollado diferentes técnicas para la recuperacion o el
desenmascaramiento de los antigenos afectados por la fijacion con formol. En
la practica las mas utilizadas son aquellas basadas en el calor (microondas),
protedlisis (pepsina, tripsina) y en el efecto combinado de la presion y el calor

(olla a presion) [276].
Para nuestras determinaciones utilizamos las siguientes técnicas:

- CD68: Tratamiento previo con calor en olla a presion a 2 atmoferas
durante 3 minutos y posteriormente se deja reposar 5 minutos.
- MMP-2: No tratamiento previo, a temperatura ambiente.

- MMP-9: No tratamiento previo, a temperatura ambiente.

En el caso de CDG68, se realiz6 el tratamiento de rutina que habia sido
establecido previamente. Tanto con la MMP-2 como con la MMP-9 se

realizaron diversas pruebas con tratamiento previo de las muestras con calor y
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sin éste, es decir, a temperatura ambiente y los mejores resultados en ambos

casos se obtuvieOron sin tratarlas con calor.

. Controles

En cada determinacién colorimétrica se incluyeron controles positivos y
negativos. Como controles positivos se utilizaron los recomendados por el
fabricante, que fueron placenta para el caso de las metaloproteinasas y
muestras de cualquier proceso inflamatorio conocido en el que intervienen
macrofagos para el caso de CD68. Concretamente utilizamos muestras de piel
con alteraciones histologicas de PAN cutanea. Como controles negativos se
utilizaron preparaciones de las mismas muestras reemplazando el anticuerpo

primario por suero fisiolégico durante el procesamiento.

4, Determinacion de ADN virico mediante reacciéon en cadena de la

polimerasa (PCR)

Todo el proceso dirigido a la determinacion de DNA virico mediante PCR
se realizo en el Servicio de Microbiologia Diagnédstica en el Centro Nacional de

Microbiologia del Instituto de Salud Carlos Il en Majadahonda, Madrid.

4.1. Material

- Camaras de flujo laminar (Telstar Bio lIA, Terrasa, Espafia)

- Batas

- Guantes desechables

- Tubos de Eppendorf

- Tubos de PCR de 0,2 ml (AB gene, Surrey, Reino Unido)

- Pipetas de 1, 10, 20, 100, 500 y 1000 nl (Gilson, Villiers le Bel, Francia)
- Termociclador PTC 200 (MJ Research, Watertown, EEUU)
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- Cubetas para electroforesis (Bio-Rad, Hercules, EEUU)
- Gradillas de transporte

- Gradillas de 96 pocillos

- Gradillas de almacenamiento

- Cajas de almacenamiento

- Centrifuga fria a 4°C (Biofuge fresco, Heraeus, Osterode, Alemania)
- Centrifuga (Biofuge pico, Osterode, Alemania)

- Congelador a — 80°C

- Congelador a — 20°C

- Nevera a 4°C

- Transiluminador para visualizacion con rayos ultravioleta

- Camara fotografica Polaroid con pelicula Polaroid 667

4.2, Método

4.2.1. Desparafinizacion de las muestras

Inicialmente se procedi6 a la desparafinizacion de un corte de 40-50 um
de cada muestra arterial, que habian sido transportados en tubos Eppendorf.
Para ello se realizaron 2 incubaciones de 30 minutos cada una de ellas en xilol
absoluto (se afiadié 1 ml de xilol a cada tubo Eppendorf). Tras cada incubacién
se procedid a centrifugar las muestras durante 10 minutos a 13.000
revoluciones/minuto en centrifuga fria a 4 °C, aspirandose a continuacion el
xilol y dejando el sedimento en el fondo de cada tubo. Posteriormente se afadio
etanol absoluto (1 ml/tubo) y se centrifugaron de nuevo las muestras durante 10
minutos en las mismas condiciones anteriores. Por ultimo, se procedié a aspirar
el etanol y se dejaron reposar las muestras hasta que se evapord por completo

el etanol.
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4.2.2. Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN se utilizé una digestion con proteinasa K. En
primer lugar, se procedid a la rehidratacidén de las muestras con agua destilada
(50 ul/muestra). Separadamente, se prepard la mezcla de reaccion compuesta
por buffer 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,3 conteniendo 0,5% tween 20 y 10
ug/ml de proteinasa K y se alicuoté a 10 ul. Se afadieron 40 ul de muestra a

cada uno de estos tubos y se centrifugaron.

Por ultimo, estos tubos se incluyeron en el termociclador y se sometieron

a las siguientes condiciones de ciclacion:

- Ciclo 1: 56 °C, 45 minutos, para incubacion
- Ciclo 2: 96 °C, 10 minutos, para inactivacion de la proteinasa

- Ciclo 3: 4 °C, tiempo indefinido

4.2.3. PCR para la deteccioén de parvovirus B19

Para la deteccion de DNA de parvovirus B19 se utilizdé una técnica de
PCR sucesiva o anidada casera [277, 278], validada en protocolos
internacionales multicéntricos de control de calidad de la Organizacién Mundial
de la Salud [278].

4.2.3.1. Primera reaccion

Se afiadieron 5 pl del extracto a los tubos que contenian 45 ul de mezcla
para la primera reaccion. Los tubos conteniendo los 50 ul resultantes se
centrifugaron y se colocaron en el termociclador programado de la forma que se
detallara a continuacion. Los productos amplificados tenian un tamafo de 211

pares de bases (bp).
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A)

Iniciadores

Las secuencias de los nucledtidos de los iniciadores de la primera

reaccion, del extremo 5’ al 3’, fueron las siguientes:

AGA-AGC-CAG-CAC-TGG-TGC, y
TGG-TGC-AAA-CCT-TTG-CCT.

Tubos de la primera reaccion

Se prepararon con un volumen total de 45 pl y contenian:

5 ul de buffer 10xPCR-Il (Roche)

6 ul de 25 mM MgCl, (concentracion final 3 mM)

0.4 pl de concentraciones 25 mM de dATP, dGTP, dCTP y dTTP
(concentracion final 200 uM)

2 ul de concentraciones 5 uM de cada uno de los iniciadores de la
primera reaccion (concentracion final 0,2 uM)

0.25 ul de Tag-polimerasa (1,25 u)

0,5 ul de un par de iniciadores especificos para el plasmido control
interno

100 copias de un plasmido de control interno

Agua destilada libre de nucleasas hasta 45

Condiciones de ciclacion

Ciclo 1: 2 minutos a 94°C, para desnaturalizacién del ADN

Ciclo 2 a 31: -94 °C, 30 segundos, para desnaturalizacién del ADN
- 53 °C, 1 minuto, para hibridacion de los iniciadores con el
ADN problema
- 72 °C, 30 segundos, para producir la elongacion de los

productos de reaccion
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- Ciclo 32: - 72 °C, 5 minutos, para prolongar la elongacion

- Ciclo 33: - 4 °C, tiempo indefinido

4.2.3.2. Sequnda reaccion

Se afadié 1 ul del producto amplificado en la primera reaccion a los
tubos que contenian 49 ul de mezcla para la segunda reacciéon. Los tubos
conteniendo los 50 ul resultantes se centrifugaron y se colocaron en el
termociclador programado con las condiciones de ciclacién que se detallaran a
continuacion. Los productos amplificados tras al segunda reaccion tenian un

tamano de 94 bp.
A) Iniciadores

Las secuencias de los nucleétidos de los iniciadores de la segunda

reaccion, del extremo 5’ al 3’, fueron las siguientes:

- AAA-AGC-ATG-TGG-AGT-GAG, y
- TGC-TCT-GGG-TCA-TAT-GGA

B) Tubos de |la segunda reaccioén

Se prepararon con un volumen total de 49 ul y contenian:

- 5 ul de buffer 10xPCR-Il (Roche)

- 6 pul de 25 mM MgCl, 3 mM (concentracion final 3 mM)

- 0.4 ul de concentraciones 25 mM de dATP, dGTP, dCTP y dTTP
(concentracion final de 200 uM)

- 2 ul de concentraciones 5 uM de cada uno de los iniciadores de la
segunda reaccién (concentracion final de 0,2 uM)

- 0.25 ul de Tag-polimerasa (1,25 u)
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- 0,5 ul de un par de iniciadores especificos para el plasmido control
interno

- Agua destilada libre de nucleasas hasta 49

C) Condiciones de ciclacion

- Ciclo 1: 2 minutos a 94°C, para desnaturalizacién del ADN

- Ciclo 2 a 31: -94 °C, 30 segundos, para desnaturalizacién del ADN
- 53 °C, 1 minuto, para hibridacién de los iniciadores con el
ADN problema
- 72 °C, 30 segundos, para producir la elongacion de los

productos de reaccion

Ciclo 32: - 72 °C, 5 minutos, para prolongar la elongacion

Ciclo 33: - 4 °C, tiempo indefinido

4.2.3.3. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de amplificacion fueron visualizados y medidos mediante
gel de electroforesis en agarosa al 4% conteniendo 0,5 ug de bromuro de etidio

por ml en tampon EDTA-Tris-borato y visualizados con luz ultravioleta.
4.2.3.4. Controles

En cada determinacién de PCR se incluyeron tubos de controles
positivos y negativos, ademas del plasmido control interno para asegurar que

no se habia producido ningun problema durante las reacciones de

amplificacién. El control positivo era una dilucion 107 de una muestra con
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particulas viricas observables por microscopia electrénica en suero bovino fetal.

El control negativo consistia en suero bovino fetal.

4.2.3.5. Interpretacion de los resultados

El tamarfo de banda esperado era de 94 bp. En los casos en los que sélo
aparecia la banda del control interno, las muestras se consideraban negativas.
En los casos en los que no aparecia ninguna banda, se repetian las
determinaciones y en aquellos en que no aparecia ninguna banda después de
la repeticion se asumia que contenian inhibidores enzimaticos. Todos los
resultados positivos se confirmaron a partir de una muestra diferente de tejido,

realizando de nuevo la desparafinizacion y la extraccion del DNA.

4.2.4. PCR para la deteccion de virus herpes

Para la deteccion de DNA de diferentes virus herpes, en concreto, virus
herpes simple (VHS) tipo 1 (VHS1) y tipo 2 (VHS2), virus varicela zoster (VVZ),
citomegalovirus (CMV), virus herpes humano 6 (VHHG) y virus de Epstein-Barr
(VEB), se utilizé una técnica de PCR sucesiva o anidada multiple [279].

4.2.4.1. Primera reaccion

Un total de 5 ul del extracto de DNA se afnadieron a los tubos que
contenian 45 ul de mezcla para la primera reaccion. Los tubos conteniendo los
50 pl resultantes se centrifugaron y se colocaron en el termociclador
programado de la forma que se detallara a continuacién. Los productos

amplificados tenian un tamarfo de 194 bp.
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A)

Iniciadores
La mezcla “sentido-1” contenia las secuencias especificas:

CGCATCATCTACGGGGACACGGA, comun para HSV1y HSV2
AAGGTTATATATGGAGATACGGA, para VVZ
AAGGTCATCTACGGGGACACGGA, para CMV
GAGGTAATTTATGGTGGTGATTACGGA, para VHH6
CGAGTCATCTACGGGGACACGGA, para VEB

La mezca “antisentido-1” consistia en:

ATGACGCCGATGTACTTTTTCTT, para HSV1 y HSV2
ATTACCCCAATGTACTTTTTCTT, para VVZ
ACTTTGCCGATGTAACGTTTCTT, para CMV
TGTCTACCAATGTATCTTTTTTT, para VHHG6
AGCACCCCCACATATCTCTTCTT, para VEB

Tubos de la primera reaccion

Se prepararon con un volumen total de 45 pl y contenian:
5 ul de buffer 10xBuffer Il (Roche)
8 ul de 25 mM MgCl, (concentracion final 3 mM)

0,4 ul de concentraciones 25 mM de cada dNTP (concentracion final 200

uM)

2 ul de concentraciones 5 uM de cada uno de los iniciadores de la

primera reaccion (concentracion final 0,2 uM)

0.25 ul de Tag-polimerasa (1,25 u)

0,5 ul de un par de iniciadores especificos para el plasmido control

interno

100 copias de un plasmido de control interno
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- Agua destilada libre de nucleasas hasta 45

C) Condiciones de ciclacion

- Ciclo 1: 2 minutos a 94 °C, para desnaturalizacién del ADN

- Ciclo 2 a 31: - 94 °C, 30 segundos, para desnaturalizacién del ADN
- 53 °C, 1 minuto, para hibridacién de los iniciadores con el
ADN problema
-72 °C, 30 segundos, para producir la elongaciéon de los

productos de reaccion
- Ciclo 32: - 72 °C, 5 minutos, para prolongar la elongacion

- Ciclo 33: - 4 °C, tiempo indefinido

4.2.4.2. Segunda reaccion

Se anadié 1 ul del producto amplificado en la primera reaccidén a los
tubos que contenian 49 ul de mezcla para la segunda reaccion. Los tubos
conteniendo los 50 ul resultantes se centrifugaron y se colocaron en el
termociclador programado con las condiciones de ciclacién que se detallaran a
continuacion. Los productos amplificados tras al segunda reaccion tenian un

tamano diferente para cada uno de los virus herpes humanos estudiados:

; HSV1 o HSV2: 120 bp
] VVZ: 98 bp
. CMV: 78 bp
; VHH: 66 bp
; EBV: 54 bp
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Para los virus HSV1 y HSV2 se utilizé un oligonucleétido comun ya que
los iniciadores especificos de cada clase de virus no eran capaces de

diferenciar entre estos virus tan relacionados.
A) Iniciadores
La mezcla “sentido-2” para la segunda reaccion contenia:

- GTGTTGTGCCGCGGTCTCAC, para VHS1 y VHS2
- TGAGGGGATAGCTAAAATCG, para VVZ

- GGGCCCAGCCTGGCGCACTA, para CMV

- GCCAAACATATCACAGATCG, para VHH6

- ACCCGGAGCCTGTTTGTAGC, para VEB

La mezcla “antisentido-2” se componia de :

- GGTGAACGTCTTTTCGAACTC, para VHS1 y VHS2
- TATAAAAGTTTTTTCACACTC, para VVZ

- GACGAAGACCTTTTCAAACTC, para CMV

- ACATAAAATCTTTTCAAACTC, para VHH6

- GCAGAAGGTCTTCTCGGCCTC, para VEB

B) Tubos de la segunda reaccion

Se prepararon con un volumen total de 49 ul y contenian:

- 10 ul de 5X Buffer B

- 6 ul de 25 mM MgCl, 3 mM (concentracion final 3 mM)

- 0.4 pl de concentraciones 25 mM de dATP, dGTP, dCTP y dTTP
(concentracion final 200 uM)

- 2 ul de concentraciones 5 uM de cada uno de los iniciadores de la

segunda reaccién (concentracion final 0,2 pM)

111



Material y Métodos

- 0.25 ul de Tag-polimerasa ( 1,25 u)

- 0,5 ul de un par de iniciadores especificos para el plasmido control
interno

- Agua destilada libre de nucleasas hasta 49

C) Condiciones de ciclacion

- Ciclo 1: 2 minutos a 94 °C, para desnaturalizacion del ADN

- Ciclo 2 a 31: -94 °C, 30 segundos, para desnaturalizacién del ADN
- 47 °C, 1 minuto, para hibridacién de los iniciadores con el
ADN problema
- 72 °C, 30 segundos, para producir la elongacion de los

productos de reaccion
- Ciclo 32: - 72 °C, 5 minutos, para prolongar la elongacion

- Ciclo 33: - 4 °C, tiempo indefinido

4.2.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de amplificacién fueron visualizados y medidos mediante
gel de electroforesis en agarosa al 4% conteniendo 0,5 ug de bromuro de etidio

por ml en tampon EDTA-Tris-borato y visualizados con luz ultravioleta.

4.2.4.4. Controles

En cada determinacién de PCR se incluyeron controles positivos vy
negativos, ademas del plasmido control interno para asegurar que no se habia
producido ningun problema durante las reacciones de amplificacién. El control

positivo era una mezcla de plasmidos conteniendo las secuencias de
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amplificacion de primera reaccion de cada uno de los virus a una concentraciéon
de 100 moléculas por tubo de reaccion de cada uno y el negativo consistia en

suero bovino fetal.

4.2.4.5. Interpretacion de los resultados

El tamafio de banda esperado para cada uno de los virus herpes era
diferente: 120 bp para VHS1 6 VHS2, 98 bp para VVZ, 78 bp para CMV, 66 bp
para VHHG y 54 bp para VEB. En los casos en los que solo aparecia la banda
del control interno, las muestras se consideraban negativas. En los casos en los
que no aparecia ninguna banda, se repetian las determinaciones y en aquellos
en que no aparecia ninguna banda después de la repeticidbn se asumia que
contenian inhibidores enzimaticos. Todos los resultados positivos se
confirmaron a partir una muestra original diferente utilizando la misma técnica
de PCR.

4.2.5. Medidas para disminuir el riesgo de contaminacion

Se tomaron diversas medidas para disminuir el riesgo de contaminacion
de las muestras que no contenian DNA de los virus buscados por parte de
aquellas que si que lo contenian. En primer lugar, las diferentes partes del
proceso se realizaron en 5 habitaciones separadas. En la primera, se
preparaban los tubos de reaccion; en la segunda, se procedia a la
deparafinizacion, a la extraccion del DNA y se realizaba la primera amplificacion
de la PCR; en la tercera, se realizaba la segunda amplificacién; en la cuarta, la
electroforesis en gel de agarosa; y en la quinta, la visualizacion de los
productos amplificados mediante rayos ultravioleta y se obtenian las
fotografias. En cada una de las habitaciones se utilizaban batas diferentes que
bajo ningun concepto eran sacadas fuera de la habitacién correspondiente.

También se utilizaron guantes desechables y gradillas especificas para
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transporte de los distintos productos de amplificacion entre las diferentes

habitaciones.

5. Datos clinico-epidemiolégicos obtenidos de la historia clinica

De los 147 enfermos de los que se pudo procesar la biopsia para estudio
se pudo obtener la historia clinica de 125 de ellos. Se habia elaborado un
criterio mediante el cual se llevarian a cabo varios intentos para recuperar las
historias no encontradas en un primer momento y asi se hizo. Una vez
realizados diez intentos de recuperar la historia clinica para su estudio, fue

considerada perdida.

Las siguientes variables clinico-epidemiolégicas fueron obtenidas

mediante la revision de la historia clinica de los pacientes:

- Nombre y apellidos

- Edad en el momento de la consulta

- Género

- Direccion

- Teléfono

- Fecha de nacimiento

- Fecha de revisién de la historia clinica

- Numero de historia

- Resultado de la biopsia de arteria temporal

- Diagnéstico clinico de ACG o no

- Antecedentes de habito tabaquico, segun se habia recogido en la
historia

- Antecedentes de ingesta endlica, segun constaba en la historia

- Antecedentes patoldgicos personales de:
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- Hipertension arterial: Cuando constaba explicitamente entre los
antecedentes patoldgicos en la historia clinica y/o cuando se
recogia que estaba en tratamiento antihipertensivo

- Diabetes mellitus: En los casos en que se recogia este antecedente
patologico en la historia clinica tanto si el paciente no realizaba
tratamiento, como si se controlaba unicamente con terapia dietética,
con antidiabéticos orales o con insulina

- Hipercolesterolemia: cuando constaban antecedentes de
hipercolesterolemia en la historia clinica, tanto si el paciente no
realizaba tratamiento como si estaba en terapia dietética o
farmacoldgica. Cuando el paciente realizaba tratamiento especifico
hipolipemiante, aunque no se recogiera el antecedente explicito de
hipercolesterolemia en la historia clinica también se considerd que
existia este antecedente

- Cardiopatia isquémica: cuando constaba en la historia clinica que el
paciente habia presentado episodios de angor pectoris o infarto
agudo de miocardio

- Neoplasias cutaneas: especificamente, se recogidé si existian
antecedentes de melanoma, carcinoma espinocelular, carcinoma
basocelular o si se habia extirpado una tumoracion maligna cutanea
aunque el paciente desconociera de qué tipo

- Patologia tiroidea: si en la historia constaban antecedentes de
hipertiroidismo, hipotiroidismo, tiroiditis autoinmune, bocio o
neoplasia tiroidea con o sin tratamiento

- Accidente vascular cerebral: si constaban en la historia clinica
antecedentes de ictus isquémico o hemorragico

- Tromboembolismo pulmonar: si existian episodios previos de
tromboembolismo pulmonar segun la historia clinica

- Trombosis venosa profunda: si constaba entre los antecedentes del

paciente en la historia
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Fechas y periodos de tiempo especificos:

Fecha de la primera consulta

Fecha de la sospecha clinica de ACG

Fecha de la biopsia

Fecha de inicio del tratamiento con glucocorticoides

Tiempo desde el inicio de los sintomas (dias)

Sintomatologia que el paciente referia al inicio:

Cefalea

Hiperestesia craneal

Claudicacion mandibular

Alteraciones visuales: diplopia, amaurosis brusca, amaurosis fugax,
visién borrosa, pérdida de vision parcial o, alteraciones visuales
inespecificas

Fiebre o febricula

Pérdida de peso

Malestar general

Astenia

Anorexia

Sintomas generales: cuando al menos presentaba uno de los
siguientes sintomas: fiebre o febricula, pérdida de peso, malestar
general, astenia o anorexia

Sindrome depresivo

Dolor en cintura escapular

Dolor en cintura pélvica

Exploracién de las arterias temporales:

Engrosamiento o tortuosidad
Dolor

Disminucion o ausencia de pulso.

- Datos analiticos caracteristicamente alterados de la ACG:

Existencia de anemia normocitica normocrémica
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- VSG
- En los casos en que se habia descartado el diagndstico de ACG se
recogieron los siguientes datos:
- El diagndstico alternativo establecido:
- Polimialgia reumatica
- Otra vasculitis
- Artritis reumatoide
- Otra artritis
- Sindrome paraneoplasico
- Otros
- Diagnostico no aclarado
- Los sintomas que condujeron a sospechar inicialmente ACG:
- Cefalea
- Hiperestesia craneal
- Claudicacién mandibular
- Alteraciones visuales
- Fiebre o febricula
- Pérdida de peso
- Malestar general
- Astenia
- Anorexia
- Sintomas generales
- Sindrome depresivo
- Anemia
- Dolor en cintura escapular
- Dolor en cintura pélvica
- Los motivos por los que se descarta la ACG:
- No respuesta al tratamiento con glucocorticoides
- Negatividad de la biopsia arterial

- No elevacion de la VSG
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- Alteraciones inmunoldgicas
- Diagnostico de neoplasia

- Evolucién clinica

- Otros

Hoja de recogida de datos

Se disefid una hoja de recogida de datos en la que se incluyo la

informacion siguiente (Ver anexo):

1)

2)

Todos los datos clinico-epidemioldgicos obtenidos tras la revision de la

historia clinica, que han sido detallados en el apartado anterior.
Datos sobre la biopsia de arteria temporal:

- Su localizacién: derecha, izquierda o desconocida
- Numero de biopsia
- Alteraciones histopatologicas observadas en la tincibn de
hematoxilina-eosina:
- Infiltrado inflamatorio limitado a la tunica adventicia
- Infiltrado inflamatorio en todas las capas de la pared vascular
- Existencia de células gigantes
- Degeneracion de la lamina elastica interna
- Hiperplasia intimal
- Disminucion de la luz vascular
- Existencia de calcificacion en la pared arterial
- Presencia de expresion de metaloproteinasa-2 y 9 en la pared
arterial, qué tipos de células las expresan y su localizacion

- Existencia de macrofagos en la pared vascular
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3) Resultado de la determinacion de la presencia de parvovirus B19 y

diferentes herpes virus en la biopsia de la arteria temporal:

- Tras la primera determinacién
- Tras la segunda determinacion en los casos de

positividad en la primera

7. Analisis estadistico y epidemiologico

Para el analisis estadistico se ha llevado a cabo primero una edicién de
los datos con el fin de observar la existencia de errores, valores faltantes,
valores extremos e incoherencias en la base de datos. Una vez llevado a cabo
este paso, se ha procedido a realizar la estadistica descriptiva de todas las
variables calculandose los estadisticos de tendencia central y de dispersion
para las variables cuantitativas y cualitativas, asi como el estudio de la
normalidad de las distribuciones. Para las variables cuantitativas se ha
calculado la media como medida de tendencia central y la varianza y la
desviacion estandar como medidas de dispersion. Los valores de desviacion
estandar se han presentado entre paréntesis después de la media, del
siguiente modo: media(desviacion estandar). Cuando las variables cuantitativas
no seguian una distribucion normal, como en el caso de los tiempos, se ha
calculado la mediana como medida de tendencia central y el rango intercuartil

como medida de dispersion.

Para estudiar la asociacion entre dos variables categoricas, se ha
utilizado la prueba de Ji al cuadrado de Pearson cuando el numero de efectivos
calculados era superior a 5 al menos en el 80% de las casillas de la tabla. En
caso contrario y cuando se trataba de tablas simétricas, se aplicd la prueba
exacta de Fisher. Para estudiar la asociacion entre una variable cuantitativa y

otra categodrica con dos categorias se aplico la prueba t de Student cuando la
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variable cuantitativa seguia una distribucion normal. En caso de no seguir una

distribucion normal, se aplicé la prueba U de Mann-Whitney.

Como medida de efecto en tablas de 2x2 se calculé la oportunidad
relativa (odds ratio, OR) y su intervalo de confianza del 95% (IC 95%) mediante

el método de Cornfield.

Con el fin de profundizar en el estudio de la relacion entre el resultado de
la biopsia y las distintas variables clinico-epidemioldgicas, como elementos
predictivos de éste se calcularon la sensibilidad (proporcion de casos con el
factor en estudio en casos con biopsia positiva), especificidad (proporciéon de
negativos en casos de biopsia negativa) y valores predictivos positivo
(proporcion de biopsias positivas en individuos con el factor) y negativo
(proporcion de biopsias negativas en individuos sin el factor), asi como sus

respectivos IC 95%.

Para el analisis multivariable se han elaborado diversos modelos de
regresion logistica, utilizando el resultado de la biopsia como variable
dependiente. Por ejemplo, en el estudio de la asociacion entre el resultado de la
biopsia y la expresion de metaloproteinasa, se aplicé un modelo de regresion
logistica fijo con el fin de ajustar dicha relacion eliminando el efecto de variables
que podian afectarla. En este caso, las variables independientes incluidas en el
modelo fueron la edad, el género, el tiempo de evolucion de los sintomas antes
de la realizaciéon de la biopsia, los dias de tratamiento con glucocorticoides
antes de la biopsia y el afio de realizacion de la biopsia. Con estas variables se
elaboré un modelo para la metaloproteinasa-2 y otro para la 9. Como resultados
de la aplicacién de estos modelos se obtuvieron las OR ajustadas, sus IC 95%
y el grado de significacion p para cada una de las variables independientes.
Para comprobar la bondad del ajuste del modelo se utilizé la prueba de Hosmer

y Lemeshow.
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Para estudiar qué variables clinico-epidemioldgicas eran predictoras del
resultado de la biopsia se construyé otro modelo de regresion logistica
utilizando en este caso también un modelo fijo. Las variables que se
seleccionaron fueron las que resultaron significativas en el analisis bivariable.
Ademas de éstas, se incluyeron variables que podian considerarse confusoras
de la relacion entre las variables independientes en estudio y la variable
dependiente (resultado de la biopsia): la edad, el género, el tiempo de evolucion
de los sintomas antes de la realizacion de la biopsia, los dias de tratamiento
con glucocorticoides antes de la biopsia y el afio de realizacion de la biopsia.
Como en el caso anterior, se obtuvieron las OR ajustadas, sus IC 95% vy el
grado de significacion p para cada una de las variables independientes.
Asimismo, se estudié la capacidad de clasificacion del modelo mediante el
calculo de su sensibilidad, especificidad y valor global. Finalmente, para

comprobar la bondad del ajuste se utilizé la prueba de Hosmer y Lemeshow.

El programa SPSS para Windows versidon 8.0 se utilizd para el analisis
estadistico. El programa PEPI (Programs for EPldemiologists) version 4.0 se
empled para el calculo de la sensibilidad, la especificidad, los valores
predictivos y las razones de verosimilitud positivas (LR+) y negativas (LR-) con
sus respectivos intervalos de confianza. En todas las pruebas de contraste de

hipotesis se consideraron significativos valores de p inferiores a 0,05.
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1. Descripcion general de los datos

Desde Enero de 1997 hasta marzo de 2002 se realizaron 175 biopsias
de arteria temporal en el Hospital Universitari Vall d’Hebron. Se pudo recuperar
material bidpsico apropiado para estudio en 147 de las ocasiones. De las 147
biopsias estudiadas, 50 (34%) cumplian los criterios histologicos de arteritis
temporal, por lo que se consideraron positivas. Las 97 restantes (66%) fueron
consideradas negativas segun los criterios establecidos. Fue posible obtener la
historia clinica correspondiente a 125 de los enfermos a quienes se les practicé
la biopsia, 46 (36,8%) presentaban biopsia positiva para ACG y 79 (63,2%)

biopsia negativa.

La edad media de los pacientes con biopsia positiva en el momento de
su realizacion era de 76(7,2) afios, mientras que la de aquellos cuya biopsia fue
negativa era de 73(11) anos. Esta diferencia de tres anos entre los dos grupos
no resulté significativa (p=0,06). En cuanto al género, el porcentaje de mujeres
en el grupo de biopsias positivas (76%) fue algo mayor que en el de biopsias
negativas (61,9%), aunque estas diferencias tampoco resultaron significativas
(p=0,09). El ratio mujer:hombre en el grupo de pacientes con biopsia positiva
fue de 3,2:1.

Aparte de con la edad y el género, se estudié la relacion del resultado de
la biopsia con otras variables que podrian comprometer la comparabilidad de
los grupos. En los pacientes con biopsia positiva el tiempo medio transcurrido
desde el inicio de los sintomas hasta la realizacién de la biopsia fue de 2,3(1,9)
meses y en los pacientes con biopsia negativa fue de 4,5(7,3). Estas
diferencias no fueron significativas (p=0,31). En relacion al tratamiento previo
con glucocorticoides, de los 46 pacientes con biopsia positiva de los que se
pudo obtener informacién clinica, 6 (13%) habian recibido tratamiento previo.

De los 79 pacientes con biopsia negativa de los que se pudo revisar la historia
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clinica, 22 (27,8%) habian iniciado el tratamiento con glucocorticoides antes de
la biopsia. En relacién a los dias de tratamiento previo antes de la realizacion
de la biopsia, en los pacientes con biopsia positiva la mediana (rango
intercuartil) fue de 6(8) dias y en aquellos con biopsia negativa fue igualmente
de 6(13) dias. Las diferencias no resultaron significativas (p=0,28). La duracién
del tratamiento con glucocorticoides antes de la biopsia en los pacientes con

biopsia positiva oscilé entre 1 y 41 dias.

De los 79 pacientes con biopsia negativa para ACG de los que se pudo
recuperar y revisar la historia clinica, en 7 no se llegb a establecer un
diagnostico concreto, 14 habian sido diagnosticados de ACG en base a criterios
clinicos a pesar de ser negativa la biopsia de arteria temporal, 13 padecian
PMR, 5 se habian diagnosticado de otra vasculitis, concretamente de
poliarteritis microscépica, 4 padecian artritis reumatoide, 2 otra variedad de
enfermedad inflamatoria articular, 7 habian sido diagnosticados de neoplasia y

27 de otras patologias diversas.

Las neoplasias que finalmente habian sido diagnosticadas en esos 7
pacientes fueron: tres hematoldgicas (dos mielomas y un linfoma de Hodgkin),
dos ginecologicas (un carcinoma ductal de mama y un adenocarcinoma de

endometrio), un hipernefroma y un carcinoma escamoso pulmonar.

Los diagnésticos alternativos de los pacientes incluidos en el grupo de
otras patologias se presentan en la tabla 9. Destacan por su mayor frecuencia
las infecciones, la patologia vascular ocular isquémica no arteritica, las cefaleas
inespecificas y los accidentes vasculares cerebrales. Las infecciones que
inicialmente condujeron a descartar ACG en nuestros pacientes fueron de

naturaleza muy variada como se muestra en la tabla 9.
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Tabla 9. Diagnésticos alternativos incluidos en el grupo de otras

patologias.

Patologia Patologia especifica N ° Pacientes

Infecciones Infeccion respiratoria® 2
Otitis media crénica (+ anemia por ulcus duodenal) 1
TBC pulmonar 1
Meningitis linfocitaria TBC 1
Sigmoiditis (+ anemia por IRC por aterosclerosis) 1
Gastroenteritis 1
Virasis (+ dolor por fracturas osteoporéticas) 1

Patologia Neuritis Optica isquémica no arteritica 3

vascular Retinopatia hipertensiva 1

ocular

Patologia AVC emboligeno (+ condrocalcinosis) 1

vascular Hematoma cerebeloso 1

cerebral Trombosis seno yugular izquierdo 1

Cefalea Cefalea inespecifica 4
Cefalea atribuida a sindrome depresivo

Anemia Anemia multifactorial 2
Anemia secundaria a IRC por diabetes mellitus
Anemia refractaria sideroblastica 1

Miscelanea Miositis orbitaria 1

Miopatia inflamatoria idiopatica

Deterioro general en paciente con cirrosis

IRC = Insuficiencia renal crénica. TBC = Tuberculosis. AVC = accidente vascular cerebral.

*+ sindrome hemimotor hemisensitivo de etiologia no filiada en un caso
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2. Parvovirus B19 y virus herpes

En las 147 biopsias de arteria temporal disponibles se estudid la
presencia de ADN de parvovirus B19 y de los virus herpes simple 1 (VHS1) y 2
(VHS2), virus varicela-zoster (VVZ), citomegalovirus (CMV), virus herpes
humano 6 (VHHG) y virus de Epstein-Barr (VEB), con el fin de hallar diferencias

entre las positivas y las negativas.

Tras la primera determinacion, 3 biopsias fueron positivas para
parvovirus B19 pero ninguno de estos resultados se confirmé tras una segunda
determinacién partiendo de nuevas muestras originales (Figura 11). En el caso
de los virus herpes, todos los resultados fueron negativos tras la primera

determinacion.

¢ 2 ] 'ﬁ“'-

Figura 11. Resultados de PCR para amplificacion de ADN de parvovirus B19 en
diferentes muestras de biopsias arteriales. La primera linea, separada de las demas,
corresponde a un control de peso molecular de 94 bp. En la cuarta y la sexta linea de
las amplificaciones de muestras arteriales se observan bandas de PCR
correspondientes a amplificacion de DNA virico de 94 bp que corresponde con el
parvovirus, resultados que no se pudieron confirmar en una determinacién posterior.
La penultima linea corresponde al control positivo y la ultima al control negativo. El
control interno se observé en todos los casos.
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3. Resultado de la biopsia y expresion de MMP-2 y MMP-9

En total, fueron 17 las biopsias que expresaban MMP-2. En 9 (18%) de
las biopsias positivas para ACG se encontraba expresion de esta MMP y en 8
(8,2%) de las arterias negativas (Grafico 1). La OR (IC 95%) fue 2,44 (0,88-
6,78). A pesar de que se observd expresion con mayor frecuencia en las
positivas que en las negativas, esta diferencia no fue estadisticamente

significativa (p=0,08).

La MMP-9 se detecté en 38 de las arterias temporales. Cuando se
estudio la asociacion entre el resultado de la biopsia y la presencia de MMP-9
se observo que se expresaba en 20 (40%) de las biopsias positivas para ACG,
cifra que fue de 18 (18,6%) en las negativas (Grafico 2). Esta diferencia resulto
estadisticamente significativa (p=0,005), OR(IC95%) = 2,93 (1,36-6,28).
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Grafico 1. Distribucion de MMP-2 en las biopsias de arteria temporal.
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Grafico 2. Distribucion de MMP-9 en las biopsias de arteria temporal.

4, Localizacion de la MMP-2 y la MMP-9 en la biopsia

Se analizé qué células de la pared arterial expresaban cada una de

estas MMP y en qué proporcion lo hacian.

En las 9 arterias positivas para ACG en las que se detectd6 MMP-2, ésta
se expresaba en algunos macréfagos de la tunica media e intima, cercanos a la
lamina elastica interna y en células gigantes. Ademas, en 6 de ellas también se
observaba expresion de MMP-2 en células con apariencia de musculo liso de la
media y de la intima. En las 8 arterias temporales negativas para ACG en las
que se detectaba la MMP-2, ésta se expresaba de forma exclusiva en células
de la media y de la intima que presentaban apariencia de células de musculo
liso. En todos los casos, la intensidad de tincion fue leve o moderada. En la
adventicia practicamente no se encontré expresion de MMP-2 en ninguna de

las arterias estudiadas.
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De las 20 biopsias positivas para ACG que expresaban MMP-9, 18
(90%) lo hacian en el citoplasma de los macréfagos situados en la capa media
e intima, predominantemente en aquellos cercanos a la lamina elastica interna
degenerada y en las células gigantes y 16 (80%) en células con apariencia de
musculo liso de la media y de la intima. En conjunto, 14 (70%) presentaban
expresion de MMP-9 tanto en las células inflamatorias como en las constitutivas
de la pared vascular, 2 (10%) s6lo expresaban MMP-9 en células de musculo
liso y no en células inflamatorias y en 4 (20%) se expresaba exclusivamente en
macréfagos y en células gigantes pero no en células con apariencia de musculo
liso (Grafico 3).

ECML yMCF
B CML
O MCF

10%

CML = Células de musculo liso. MCF = Macrdéfagos.

Grafico 3. Expresion de MMP-9 en diferentes tipos celulares de la pared

arterial en las biopsias positivas para ACG.

En las biopsias negativas para ACG la expresiéon de esta MMP se
observaba en el citoplasma de células de la media y de la intima con apariencia
de musculo liso. Ademas, se observo expresion de MMP-9 en el endotelio de

los vasa vasorum en 12 biopsias, 10 de ellas positivas para ACG y 2 negativas.
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Al igual que con la MMP-2, practicamente en ningun caso se observo expresion
de la MMP-9 a nivel de la tunica adventicia. La expresion conjunta tanto de
MMP-2 como de MMP-9 en macréfagos y células gigantes se observé en 8 de

las biopsias positivas para ACG.

En la figura 12 se muestran diferentes patrones de tinciéon por
inmunohistoquimica de la MMP-2 y la MMP-9 observados en la pared arterial
tanto de arterias con ACG como de arterias sin inflamacién. Las figuras A, B y
C corresponden a la misma arteria sin alteraciones histolégicas de ACG en la
que se observa cierto grado de hiperplasia intimal que presenta caracteristicas
de ser secundaria a cambios relacionados con la edad. La figura A corresponde
a tincion de inmunohistoquimica para MMP-2 en la que se puede ver expresion
de esta metaloproteinasa en el citoplasma de células de la media y de la intima
hiperplasica, que presentan apariencia de musculo liso. La figura B muestra
tinciéon de inmunohistoquimica positiva para MMP-9 en el citoplasma de células
de apariencia de musculo liso en la capa media y en la intima de la misma
arteria. La figura C muestra un detalle de la figura B. La figura D corresponde a
tincion de inmunohistoquimica para MMP-9 de una arteria sin ACG que apenas
presenta hiperplasia intimal. La MMP-9 se expresa de nuevo en el citoplasma
de células que aparentan ser de musculo liso exclusivamente en la tunica
media y en la intima, observandose claramente la ausencia de expresion en
células de la adventicia. Las figuras E y F corresponden a dos arterias
temporales diferentes afectadas por ACG, en la primera se observan células
gigantes y en la segunda no. La figura E muestra tincion de inmunohistoquimica
positiva para MMP-9 en el citoplasma de macréfagos y células gigantes
cercanas a la lamina elastica interna, no encontrandose expresion en las
células de musculo liso. Por dultimo, la figura F muestra tincion de
inmunohistoquimica positiva para MMP-9 en el citoplasma de macréfagos
cercanos a la lamina elastica interna y en células con apariencia de musculo

liso de la media.
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Figura 12. Tinciones de inmunohistoquimica de diferentes arterias temporales. A.
Tincion de inmunohistoquimica para MMP-2 positiva en una arteria sin ACG (X250). B.
Tincién de inmunohistoquimica positiva para MMP-9 en células de la media y de la
intima con apariencia de células de musculo liso de una arteria sin ACG (X250). C.
Detalle de B (X400). D. Tincién de inmunohistoquimica positiva para MMP-9 en células
de la media y de la intima de una arteria sin ACG; destaca la ausencia de expresion en
la adventicia (X250). E. Tincién de inmunohistoquimica positiva para MMP-9 en
macréfagos cercanos a la ldmina elastica y en células gigantes en una arteria con ACG
(x400). F. Expresion de MMP-9 en macréfagos cercanos a la lamina elastica interna y
en células con apariencia de musculo liso de la media (X400).
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En la figura 13 se muestran diferentes cortes histoldgicos y tinciones de
una misma arteria temporal con ACG. La figura A muestra a pequefio aumento
una tincién de hematoxilina-eosina de dicha arteria en la que se observa la
existencia de un denso infiltrado inflamatorio en la pared arterial asi como la
existencia de una hiperplasia intimal muy marcada que practicamente produce
desaparicion de la luz vascular. Ademas, se puede observar un infiltrado
inflamatorio en la pared de las arterias colaterales. La figura B muestra un
detalle de la anterior en la que se pueden observar claramente que el infiltrado
es de células linfomononucleares asi como la presencia de células gigantes en
la proximidad de la lamina elastica interna. También se puede apreciar la
existencia de calcificacidon a nivel de la lamina elastica interna. La figura C
corresponde a una tincion de fibras elasticas en la que se observa la practica
desaparicion de la lamina elastica interna en toda la circunferencia de la pared
arterial. La figura D muestra un detalle de la anterior. En la figura E se puede
observar un detalle de las tres capas de la pared arterial con la tincién del
tricromico de Masson en la que el colageno se tifie de verde. La figura F
muestra un detalle de una tincién de inmunohistoquimica para macréfagos
CD68, lo que permite diferenciar estas células en todo el espesor de la pared
arterial. En la figura G se observa la tincion positiva para MMP-2 en el
citoplasma de macréfagos cercanos a la lamina elastica interna y en las células
gigantes. Por ultimo, la figura H muestra la tincion de inmunohistoquimica

positiva para MMP-9 practicamente en las mismas células que la MMP-2.
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Figura 13. Diferentes cortes histolégicos y tinciones de una misma arteria temporal
con ACG. A. Tincién de hematoxilina-eosina en la que se observa la existencia de un
infiltrado inflamatorio en la pared vascular asi como de una hiperplasia intimal
pronunciada que practicamente produce la desaparicion de la luz vascular. También se
puede observar la existencia de infiltrado inflamatorio en la pared vascular de las
arterias colaterales (x25). B. Tincidon de hematoxilina-eosina que permite distinguir un
infiltrado inflamatorio mononuclear en todas las capas de la pared arterial asi como la
existencia de células gigantes cerca de la lamina elastica. También puede apreciarse
la existencia de calcificaciéon a nivel de la lamina elastica interna (x100). C. Tincién de
fibras elasticas en la que se observa la practica desaparicion de la lamina elastica
interna en toda la circunferencia de la pared arterial (x25). D. Detalle de la anterior
(x100). E. Tincidn de tricromico de Masson para poner de relieve el colageno (x100). F.
Tincion de inmunohistoquimica de macréfagos CD68 en la que se ponen de relieve
estas células en todo el espresor de la pared arterial (x100). G. Tincion de
inmunohistoquimica positiva para MMP-2 en el citoplasma de macréfagos cercanos a
la lamina elastica y en células gigantes (x100). H. Expresion de MMP-9 en el
citoplasma de macréfagos cercanos a la lamina elastica interna y en células gigantes
(x100).
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5. Expresion de MMP-2, alteraciones histopatoldgicas y

caracteristicas clinico-epidemioldgicas

Se estudio la expresion de MMP-2 frente a la ausencia de expresion, en
relacion a las caracteristicas histopatoldgicas de las biopsias. Los resultados se
presentan en la tabla 10.

Tabla 10. Asociacién entre la expresion de MMP-2 en la pared arterial y las

diferentes caracteristicas histopatolégicas de la biopsia.

MMP-2 (%)* OR IC 95% p
Afectacion sélo adventicia** 0/25 — | 0,047
Células gigantes™* 222171 3,71 0,42 — 32,87 0,41
Hiperplasia intimal 12,6 /0 1,48 0,19 - 67,59 0,19
Degeneracion lamina elastica 13/6,3 2,25 0,49-10,4 0,29
Disminucién de la luz 18,4/9,2 2,24 0,79 -6,37 0,13
Calcificaciones 11,9/11,4 1,05 0,38 -2,93 0,93

OR = razén de riesgo (odds ratio). IC 95% = Intervalo de confianza del 95%. p = grado de significacion.
*Porcentaje de MMP-2 positiva segun presencia o no del factor.
**S6lo se han calculado considerando las biopsias positivas para ACG.

La afectacion exclusiva de la adventicia mostr6 una asociacion
estadisticamente significativa con la expresion de MMP-2. Cuando el infiltrado
inflamatorio se localizaba exclusivamente en la adventicia, en ningun caso se
observo expresion de MMP-2, mientras que cuando el infiltrado inflamatorio
afectaba a las 3 capas de la pared arterial el 25% de estas arterias expresaban
MMP-2. Para el resto de variables, aunque la asociacion fue positiva (mayor
porcentaje de MMP-2 en casos en los que existian las diferentes alteraciones
histopatoldgicas), dicha asociacion no resultd estadisticamente significativa. Se

valoré si la expresion de MMP-2 y su relacion con la hiperplasia y la
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degeneracion de la lamina elastica podian estar relacionadas con el resultado
de la biopsia, observandose que en las biopsias positivas, habia un 18% de
casos con hiperplasia que expresaban la metaloproteinasa, mientras que en las
muestras de biopsia negativa este valor era del 9,4%. Con respecto a la
degeneracion de la lamina elastica, en el caso de las biopsias positivas, el
19,1% de aquellas con degeneracion de la lamina elastica expresaban la
metaloproteinasa, siendo este valor del 8,8% en las biopsias negativas. No se
han podido realizar pruebas estadisticas de asociacion debido a la gran
relacion existente entre el resultado de la biopsia y la hiperplasia y la
degeneracion de la lamina elastica, lo que se traduce por ejemplo en la falta de

casos sin hiperplasia en las biopsias positivas.

Asimismo, se estudid la posible asociacion de diversas caracterisiticas
clinico-epidemioldgicas de los pacientes con la expresion de MMP-2 a nivel de

la arteria temporal. Los resultados se muestran en las tablas 11 y 12.

Tabla 11. Asociacion entre la expresion de MMP-2 en la pared arterial y

diferentes variables clinico-epidemiolégicas continuas de los pacientes.

MMP-2 Media (DE) Mediana (rango intercuartil) P

Edad + 74,6(8,2) 75(12,5)

i 73,9(10) 77(13) 0.98
Dias de evolucién + 71,3(51,5) 46(82,8)

] 116(189,9) 58(78,5) 0,31
Dias en tramiento + 6,6(7,4) 5(10,3)
glucocorticoide 0.95

- 23(95,6) 3(8,5) ’
VSG + 88,8(26) 90(40,8)

: 83,9(30,3) 90(43,5) 0,85

VSG = Velocidad de sedimentacion globular. MMP-2 = Metaloproteinasa-2. DE = Desviacion estandar. p = grado de
significacion.

137



Resultados

Tabla 12. Asociacion entre la expresion de MMP-2 y diferentes variables

clinico-epidemiolégicas categéricas de los pacientes.

MMP-2 (%)* OR IC 95% P
Género 10,2 /12,2 0,81 0,27 — 2,46 0,72
Tabaco 9,1/12,6 0,69 0,18 — 2,62 0,7
Alcohol 16,7 /11,2 1,59 0,31 -8,04 0,63
Hipertensién arterial 13/10,2 1,33 0,44 — 3,97 0,61
Diabetes 12 /11,7 1,03 0,27 — 3,98 1
Hipercolesterolemia 219/8,3 3,1 1,02 -9,32 0,06
Patologia cardiovascular 12/11,7 1,03 0,27 — 3,98 1
Cefalea 14,1/9,3 1,61 0,52 — 5,01 0,41
Hiperestesia craneal 19/10,6 1,99 0,57 - 6,98 0,28
Claudicacién mandibular 21,7/9,8 2,56 0,78 — 8,37 0,15
Alteraciones visuales 10,8/12,5 0,85 0,25-2,86 1
Fiebre 43/16,5 0,23 0,05-1,07 0,045
Astenia 7,9/16,1 0,45 0,14 -1,40 0,16
Anorexia 4,4/16,3 0,24 0,05-1,12 0,08
Pérdida de peso 6,4/15,4 0,38 0,1-1,41 0,13
Anemia 11,56/13,2 0,86 0,27 -2,70 0,77
Sindrome depresivo 7,1112,6 0,53 0,07 — 4,40 1
Dolor en cinturas 8,5/141 0,57 0,17 -1,89 0,35
Engrosamiento AT 17,6 /9,9 1,95 0,64 — 5,98 0,23
Dolor palpacion AT 16,7/11,8 1,5 0,16 — 13,79 0,54
Disminucion del pulso AT 14,7111 1,40 0,44 — 4,43 0,55

AT = Arteria temporal. MMP-2 = Metaloproteinasa-2. OR = Oportunidad relativa (odds ratio). IC 95% = Intervalo de
confianza del 95%. p = grado de significacion.
*Porcentaje de MMP-2 positiva segun presencia o no del factor.
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Tan soélo se observd una asociacidon negativa estadisticamente
significativa (p = 0,045) entre la fiebre y la MMP-2, de forma que un 4,3% de los
pacientes con fiebre mostraban expresién de esta MMP frente a un 16,5% de

los que no tenian fiebre.

La edad del paciente en el momento del diagndstico, los dias de
evolucion de los sintomas hasta el diagnostico, el tratamiento previo con
corticoides y la velocidad de sedimentacién globular no mostraron asociacién

con la expresion o no de MMP-2 a nivel arterial.

El antecedente de habito tabaquico, el género femenino, los sintomas
polimialgicos, las alteraciones visuales y los sintomas y signos generales
estudiados (astenia, anorexia, pérdida de peso, anemia y sindrome depresivo),
mostraron una asociacion negativa, es decir, el porcentaje de positividad de la
MMP-2 era superior en los pacientes en los que no estaban presentes estos
factores que en los que los presentaban, aunque ninguna de estas

asociaciones resulto estadisticamente significativa.

Por el contrario, el habito endlico, los antecedentes de factores de riesgo
cardiovascular (hipertensién arterial, diabetes mellitus e hipercolesterolemia) y
de patologia cardiovascular (cardiopatia isquémica, accidente vascular
cerebral, tromboembolismo pulmonar y trombosis venosa profunda) y los
sintomas y signos craneales con excepcion de las alteraciones visuales,
mostraron una tendencia a la asociacion positiva, es decir, los pacientes que
presentaban estos factores tenian un porcentaje mas elevado de MMP-2
positiva frente a los que no los presentaban, aunque dichas asociaciones

tampoco resultaron estadisticamente significativas.

Con el fin de eliminar el efecto de posibles variables confusoras sobre la
relacion entre el resultado de la biopsia y la expresion de MMP-2 se utilizé6 un

modelo que incluia como variables confusoras la edad, el género, el tiempo de
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evolucién en dias hasta el momento de realizacion de la biopsia, los dias en

tratamiento previo con glucocorticoides antes de la biopsia y el afio de

realizacion. Los resultados, que se presentan en la tabla 13, confirman los

obtenidos mediante el analisis bivariado en lo que se refiere a la ausencia de

asociacion entre el resultado de la biopsia y la expresion de MMP-2. Esta falta

de asociacion no se vio modificada por el resto de variables incluidas en el

modelo, para las que tampoco se observéo asociacidon significativa con el

resultado de la biopsia.

Tabla 13. Analisis de regresion logistica para la MMP-2 y resultado de la

biopsia.
VARIABLES B OR IC 95% Jo)
Edad

<70 1

270 0,144 1,15 0,48 — 2,77 0,75
Género

Mujer 1

Hombre -0,633 0,54 0,23-1,23 0,14
Dias hasta la biopsia -0,004 1,00 0,99 - 1,00 0,17
Dias de tratamiento -0,010 0,99 0,96 — 1,02 0,49
ARno realizacion -0,044 0,96 0,72-1,28 0,76
MMP- 2

No 1

Si 0,395 1,49 0,48 — 4,58 0,49
Constante 87,49 0,76

MMP-2 = Metaloproteinasa-2. § = Coeficiente de regresion. OR = Oportunidad relativa (odds ratio). IC 95% = Intervalo
de confianza del 95%. p = grado de significacion.

140




Resultados

6. Expresion de MMP-9, alteraciones histopatoldgicas y caracteristicas

clinico-epidemioldgicas

Se estudid la asociacion de la expresion de MMP-9 en relaciéon a la
misma serie de alteraciones histopatologicas que hemos considerado en el
caso de la MMP-2. Los resultados se muestran en la tabla 14. Se observo
asociacion entre la existencia de hiperplasia intimal, degeneracion de la lamina
elastica interna, disminucién de la luz vascular y afectacién de arterias

colaterales por la vasculitis y la expresion de MMP-9.

Tabla 14. Asociacién entre la expresion de MMP-9 en la pared arterial y las

diferentes caracteristicas histopatolégicas de la biopsia.

MMP-9 (%)* OR IC 95% P
Afectacion sélo adventicia** 21,4/47,2 0,31 0,07 -1,28 0,12
Células gigantes** 472 -214 3,28 0,78 - 13,77 0,095
Hiperplasia intimal 28,1/0 4,15 0,56 — 183,5 0,037
Degeneracion de la lamina elastica 33/0 14,71 2,24 —615,2 0,0001
Disminucion de la luz 42,1/20,2 2,88 1,30 - 6,38 0,008
Calcificaciones 32,2/21,6 1,73 0,82 - 3,64 0,15

MMP-9 = Metaloproteinasa-9. OR = Oportunidad relativa (odds ratio). IC 95% = Intervalo de confianza del 95%. p =
grado de significacion.

*Porcentaje de MMP-9 positiva segun presencia o no del factor.

**S6lo se han calculado considerando las biopsias positivas para ACG.

Destaco la importante asociacion entre la degeneracion de la lamina
elastica interna y la expresion de MMP-9. En este sentido, el 33% de las
arterias que presentaban degeneracion de dicha lamina expresaban esta MMP,
mientras que no se observo en ninguna de las arterias con lamina conservada.

La asociacion de la existencia de disminucidon de la luz vascular con la
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expresion de MMP-9 resultdé también muy evidente, y se encontré que el 42,1%
de las arterias con disminucion de la luz vascular expresaban esta MMP, frente
al 20,2% de las arterias con luz conservada. Por ultimo, aunque con una
asociacion menos fuerte, también la hiperplasia intimal se asocid con la
expresion de MMP-9, encontrandose expresion de esta MMP en el 28,1% de

las arterias con hiperplasia y en ninguna de las que no la presentaban.

Como en el caso de la MMP-2, se valoré aqui la expresion de MMP-9 y
su relacién con la hiperplasia y la degeneracién de la lamina elastica y su
posible relacion con el resultado de la biopsia. Se observé que en las biopsias
positivas habia un 40% de casos con hiperplasia que expresaban la
metaloproteinasa, mientras que en las muestras de biopsia negativa este valor
era del 21,2%. Con respecto a la degeneracion de la lamina elastica, en el caso
de las biopsias positivas, el 42,6% de las que tenian degeneracién de la lamina
elastica expresaban la metaloproteinasa, siendo este valor del 26,5% en las
biopsias negativas. Tampoco aqui se han podido realizar pruebas estadisticas

de asociacion por los mismos motivos argumentados en el caso de la MMP-2.

Por otra parte, se estudio la asociacién entre la expresion de MMP-9 a
nivel de la biopsia arterial y las variables clinico-epidemiologicas de los
pacientes consideradas anteriormente para la MMP-2 (tablas 15 y 16).

Tan solo el antecedente de hipercolesterolemia y la hiperestesia craneal
resultaron factores asociados de forma estadisticamente significativa con la
expresion de MMP-9. Catorce de los 32 pacientes (43,8%) con antecedentes de
hipercolesterolemia presentaron expresion de MMP-9 a nivel arterial frente a 23
de los 96 (24%) sin hipercolesterolemia. Once de los 21 pacientes (52,4%) con
hiperestesia craneal presentaron tincion positiva para MMP-9 frente a 25 de los

104 (24%) que no referian dicho sintoma.
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La edad en el momento del diagndstico, el tiempo de evolucidn de los
sintomas, los dias de tratamiento con glucocorticoides antes de la biopsia y la
velocidad de sedimentacién globular, no mostraron asociacion con la presencia
de MMP-9. EI género femenino, el habito tabaquico, los antecedentes de
hipertension arterial y de patologia cardiovascular, las alteraciones visuales, los
sintomas polimialgicos y los sintomas y signos generales con excepcion de la
fiebre, es decir, la astenia, la anorexia, la pérdida de peso, la anemia y los
sintomas depresivos, mostraron una asociacion inversa con la expresion de
MMP-9, esto es, esta MMP-9 se expresaba con mas frecuencia en la arteria
temporal de los pacientes que no presentaban dichos factores. De cualquier
modo, ninguna de estas asociaciones resulté estadisticamente significativa. Por
otro lado, el habito endlico, la diabetes mellitus y los sintomas y signos
craneales, salvo las alteraciones visuales, mostraron una asociacion positiva
con la presencia de MMP-9, aunque ninguna de éstas resultdé estadisticamente

significativa.

Tabla 15. Asociacion entre la expresion o no de MMP-9 y diferentes

variables clinico-epidemiolégicas continuas de los pacientes.

MMP-9 Media (DE) |Mediana (rango intercuartil) P
Edad + 75,1(7,8) 77(7) 0,40
- 73,5(10,9) 76(15)
Dias de evolucién + 88,9(81,7) 64(76) 0,12
- 109,1(204,2) 47(80,5)
Dias en tratamiento + 9,4(25,3) 3(7) 0,57
glucocorticoide
- 25,8(105) 3(9,8)
VSG + 80(33,4) 90(53) 0,56
- 85,4(26,7) 90(38,3)

VSG = Velocidad de sedimentacion globular. MMP-9 = Metaloproteinasa-9. DE = Desviacion estandar. p = grado de
significacion.
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Tabla 16. Asociaciéon entre la expresion de MMP-9 y diferentes

caracteristicas clinico-epidemiolégicas categoéricas de los pacientes.

MMP-9 (%)* OR IC 95% P

Género 22,4 /27,6 0,76 0,34 -1,70 0,51

Tabaco 27,3/29,5 0,90 0,37 -2,17 0,81

Alcohol 33,3/28,4 1,26 0,36 — 4,46 0,74
Hipertensién arterial 27,5/30,5 0,87 0,40 - 1,86 0,71

Diabetes 36/27,2 1,51 0,60 — 3,80 0,38
Hipercolesterolemia 43,8 /24 2,47 1,07 - 5,72 0,032
Patologia cardiovascular 28 /291 0,95 0,36 — 2,50 0.91

Cefalea 31/25,9 1,28 0,58 -2,83 0,54
Hiperestesia craneal 52,4/24,0 3,48 1,32-9,15 0,009
Claudicacién mandibular 34,8/27,5 1,41 0,54 — 3,69 0,48
Alteraciones visuales 27,0/29,5 0,88 0,37 -2,08 0,78
Fiebre 30,4/27,8 1,13 0,51-2,52 0,76
Astenia 28,6 /29 0,98 0,45-2,12 0,96
Anorexia 2447313 0,71 0,31-1,63 0,42
Pérdida de peso 25,5/30,8 0,77 0,34 - 1,74 0,53
Anemia 27,6/31,6 0,83 0,36 — 1,89 0,65
Sindrome depresivo 21,4129,7 0,65 0,17 — 2,46 0,76
Dolor en cinturas 23,4/32/1 0,65 0,28 — 1,48 0,30
Engrosamiento AT 32,4 /27,5 1,26 0,54 — 2,96 0,59
Dolor palpacion AT 50/27,7 2,61 0,50 - 13,57 0,35
Disminucion del pulso AT 29,4 /28,6 1,04 0,44 — 2,48 0,93

AT = Arteria temporal. MMP-9 = Metaloproteinasa-9. OR = Razén de probabilidad (odds ratio). IC 95% = Intervalo de
confianza del 95%. p = grado de significacion.
*Porcentaje de MMP-9 positiva segun presencia o no del factor.
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Siguiendo la misma estrategia que en el caso de la MMP-2, para eliminar
el efecto de posibles variables confusoras sobre la relacion entre el resultado
de la biopsia y la expresion de MMP-9 se aplicé el mismo modelo de regresion
logistica, sustituyendo en este caso la MMP-2 por la MMP-9. Los resultados
(tabla 17) confirman también los observados en el analisis bivariado. Ajustando
por todas las demas variables incluidas en el modelo, la asociacion entre
resultado de la biopsia y expresion de MMP-9 se mantiene elevada y en sentido
positivo (OR ajustada = 2,62; 1C95% = 1,13 — 6,09) de forma que las biopsias
positivas tienen una probabilidad significativamente mayor de expresar MMP-9.
Al igual que en el caso de la MMP-2, el resto de variables independientes no

muestran asociacién significativa con el resultado de la biopsia.

Tabla 17. Analisis de regresion logistica para la MMP-9 y resultado de la

biopsia.
VARIABLES B OR IC 95% P
Edad

<70 1

270 0,002 1,00 0,41- 2,46 1
Género

Mujer 1

Hombre -0,638 0,53 0,22—-1,24 0,14
Dias hasta la biopsia -0,005 1,00 0,99 - 1,00 0,13
Dias de tratamiento -0,008 0,99 0,97-1,02 0,53
Ano realizacion -0,036 0,96 0,72 -1,29 0,81
MMP-9

No 1

Si 0,965 2,62 1,13 -6,09 0,025
Constante 72,105 0,81

MMP-9 = Metaloproteinasa-9. B = Coeficiente de regresion. OR = Oportunidad relativa (odds ratio). IC 95% = Intervalo
de confianza del 95%. p = grado de significacion.
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En las figuras 14, 15 y 16 se muestran algunos ejemplos de la expresiéon
de MMP-2 y MMP-9 en arterias temporales con diferentes patrones
histologicos. La figura 14 corresponde a una arteria sin ACG pero con
alteraciones histopatoldgicas relacionadas con la edad, como cierto grado de
hiperplasia intimal observada en la tincion de hematoxilina-eosina vy
degeneracion y reduplicacion de la lamina elastica interna evidenciada en la
tincion de fibras elasticas. La tincion de inmunohistoquimica para MMP-2 es
negativa, mientras que la tincion inmunohistoquimica para MMP-9 revela
expresion de esta metaloproteinasa a nivel de la tunica media y la intima, en el
citoplasma de células que aparentan ser de musculo liso. Tanto la figura 15
como la 16 pertenecen a arterias temporales con ACG. En ambas en la tincion
de hematoxilina-eosina se observa un infiltrado inflamatorio linfomononuclear
que afecta a todas las capas de la arteria, hiperplasia intimal marcada y, en la
tincion de fibras elasticas, desaparicién de la lamina elastica practicamente por
completo. Una caracteristica diferencial entre ellas es que en la figura 15 se
observan células gigantes que no se observan en la 16. Respecto a la
expresion de metaloproteinasas, en la figura 15 se observa tan solo expresiéon
de MMP-9 en el citoplasma de los macrofagos de la tunica media y de la intima
cercanos a la lamina elastica interna y en las células gigantes, siendo negativa
la expresion de MMP-2. En la figura 16, sin embargo, se observa tanto
expresion de MMP-2 como de MMP-9 en el citoplasma de los macréfagos de la
media y de la intima cercanos a la lamina elastica interna, expresandose
también la MMP-9 en células de la media y de la intima con apariencia de
musculo liso. La intensidad de tincion de la MMP-9 es superior a la de la MMP-
2.
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Figura 14. Diversos cortes histologicos y tinciones de una misma arteria temporal sin
ACG, pero con cambios relacionados con la edad como la hiperplasia intimal y la
degeneracion y reduplicacion de la lamina elastica interna. A. Tincién de hematoxilina-
eosina en la que se aprecia cierto grado de hiperplasia intimal con lo que el grosor de
la intima practicamente iguala al de la tunica media (100x). B. Tincién de fibras
elasticas en la que se puede observar la interrupcién de la lamina elastica interna asi
como su reduplicacién y la proliferacion de fibras elasticas delgadas en la intima
(100x). C. Tincién de inmunohistoquimica para MMP-2 en la que se observa la
ausencia de expresion de esta metaloproteinasa en la pared arterial (100x). D. Tincién
de inmunohistoquimica para MMP-9 en la que se puede observar expresién de MMP-9
en el citoplasma de células de la tunica media y de la intima con apariencia de células
de musculo liso (100x).
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Figura 15. Diferentes cortes histologicos y tinciones de la misma biopsia de arteria
temporal con ACG. A. Tincibn de hematoxilina-eosina en la que se observa un
infiltrado inflamatorio mononuclear que afecta a todas las capas de la pared arterial,
con presencia de células gigantes (100x). B. Tincion de fibras elasticas en la que se
observa una degeneracion importante de la lamina elastica interna con practica
desaparicion en algunos lugares (100x). C. Tincion de inmunohistoquimica para MMP-
2 en la que se observa ausencia de expresion de dicha metaloproteinasa en la pared
arterial (100x). D. Tincién de inmunohistoquimica positiva para MMP-9 en el citoplasma
de macrdfagos cercanos a la lamina elastica interna y en las células gigantes (100x).
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Figura 16. Cortes histolégicos y tinciones de una misma arteria temporal con ACG. A.
Tincion de hematoxilina-eosina en la que se observa un infiltrado inflamatorio
mononuclear en todas las capas de la pared arterial con una importante hiperplasia
intimal, pero sin observarse células gigantes (100x). B. Tincion de fibras elasticas en la
que se evidencia la practica desaparicion de la lamina elastica interna (100x). C.
Tincién de inmunohistoquimica positiva para MMP-2 en el citoplasma de macréfagos
de la media e intima cercanos a la lamina elastica interna (100x). D. Tincién de
inmunohistoquimica para MMP-9 que evidencia expresion de esta metaloproteinasa en
el citoplasma de los macréfagos de la tunica media e intima cercanos a la lamina
elastica interna, asi como en células de la media y de la intima con apariencia de
células de musculo liso. La intensidad de la tincion para MMP-9 es mas intensa que
para MMP-2 (100x).
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7. Caracteristicas histoléogicas vy clinico-epidemiolégicas de los

pacientes segun el resultado de la biopsia

En primer lugar, se estudio si las diferentes alteraciones histolégicas que
se han descrito en las arterias temporales de los pacientes de edad avanzada,
como la degeneracion de la lamina elastica interna, la hiperplasia intimal y la
existencia de calcificaciones son mas frecuentes en las arterias con ACG que
en aquellas sin vasculitis. Ademas, dado que se ha afirmado que la hiperplasia
intimal de las arterias temporales relacionada exclusivamente con la edad
avanzada no produce disminucion de la luz vascular, se estudi6 si en nuestras
biopsias dicha disminucion de la luz se asociaba con la existencia de ACG. Los

resultados se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Asociacion de diferentes alteraciones histolégicas de las
arterias temporales relacionadas con la edad y el resultado de la biopsia
para ACG.

Resultado de la biopsia
Positiva (%) | Negativa (%) | OR IC 95% p
Degen. lamina elastica 94,0 70,1 6,68 | 1,92 -23,22 0,001
Hiperplasia intimal 100 87,6 7,71 1,09 - 333,9 0,009
Disminucién de la luz 70,0 3,1 73,11 119,97 — 267,98 | < 0,0001
Calcificaciones 32,0 44,3 0,59 0,29 - 1,21 0,15

OR = Oportunidad relativa (odds ratio). IC 95 = Intervalo de confianza del 95%. p = grado de significacion.

Se observd una asociacion positiva significativa muy fuerte entre la
existencia de degeneracion de la lamina elastica interna (OR = 6,68), la

hiperplasia intimal (OR = 7,71) y la disminucién de la luz (OR = 73,11) y la
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positividad de la biopsia para ACG. La existencia de calcificaciones en la pared
arterial mostré una asociacién negativa (OR = 0,59) con la existencia de ACG,

pero dicha asociacion no resulté estadisticamente significativa (p = 0,15).

Se compararon las caracteristicas clinico-epidemioldgicas entre los
pacientes con biopsia positiva y aquellos con biopsia negativa para ACG. Los
resultados se muestran en la tabla 19. Ni los habitos toxicos (tabaquismo y
enolismo), ni ninguno de los antecedentes patoldgicos estudiados, incluyendo
los factores de riesgo cardiovascular (hipertension arterial, diabetes mellitus,
hipercolesterolemia), los episodios tromboembdlicos previos, las enfermedades
tiroideas y las neoplasias cutaneas, mostraron una asociacion estadisticamente
significativa con el resultado de la biopsia de la arteria temporal. Aun asi, todos
ellos con excepcion del antecedente de neoplasia cutanea mostraron una
asociacion negativa con el resultado de dicha biopsia, es decir, eran mas
frecuentes en los pacientes con biopsia negativa que en aquellos que tenian

biopsia positiva.

Respecto a los sintomas, se encontré que la mayoria de los relacionados
con la afectacion de las arterias craneales mostraron una asociacion
estadisticamente significativa, en sentido positivo, con el resultado de la biopsia
de la arteria temporal. La cefalea presentd una OR de 4,53, la hiperestesia
craneal de 5,89 y la claudicacién mandibular de 7,13. Las alteraciones visuales
mostraron también una asociacion positiva (OR = 1,25), pero ésta no resulté
estadisticamente significativa (p = 0,57). Los signos relacionados con la
afectacion de las arterias craneales también mostraron en su mayoria una
fuerte asociacién con el resultado positivo de la biopsia. Destacaron el
engrosamiento (OR = 18,93) y la disminucion o ausencia de pulso de la arteria
temporal (OR = 11,54). El dolor a la palpacién de dicha arteria mostro
asociacion positiva con el resultado de la biopsia (OR = 1,78), aunque ésta no

resulto estadisticamente significativa (p = 0,49).
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Tabla 19. Asociacion entre las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de

los pacientes y el resultado de la biopsia de arteria temporal.

Resultado de la biopsia
Positiva (%) Negativa (%) OR IC 95% p

Tabaco 19,1 29,6 0,56 0,24 — 1,34 0,19
Alcohol 2,1 13,6 0,14 0,02 -1,11 0,06
Hipertension arterial 447 59,3 0,56 0,27 -1,15 0,11
Diabetes 10,6 24,7 0,36 0,13 -1,04 0,053
Hipercolesterolemia 21,3 27,2 0,73 0,31-1,70 0,46
Patologia cardiovascular 12,8 23,5 0,48 0.18-1,30 0,14
Patologia tiroidea 6,4 9,9 0,62 0,16 — 2,47 0,50
Neoplasia cutanea 6,4 3,7 1,77 0,34 -9,16 0,67
Cefalea 78,3 44,3 4,53 1,98 — 10,37 < 0,0001
Hiperestesia craneal 32,6 7,6 5,89 2,09 - 16,59 < 0,0001
Claudicacion mandibular 37,0 7,6 7,13 2,56 — 19,89 < 00,0001
Alteraciones visuales 32,6 27,8 1,25 0,57 -2,76 0,57
Fiebre 37,0 36,7 1,01 0,48 - 2,15 0,98
Astenia 58,7 45,6 1,70 0,81 -3,54 0,16
Anorexia 45,7 30,4 1,93 0,91 -4,09 0,086
Pérdida de peso 54,3 27,8 3,08 1,44 - 6,60 0,003
Anemia 76,1 65,8 1,65 0,73 -3,76 0,23
VSG elevada 97,8 81,1 10,5 1,33 -82,82 0,007
Dolor en cinturas 34,8 39,2 0,83 0,39-1,76 0,62
Engrosamiento AT 60,9 7,6 18,93 6,81 — 52,56 <0,0001
Dolor palpacion AT 6,5 3,8 1,78 0,34 -9,14 0,49
Disminucion del pulso 56,5 10,1 11,54 4,53 — 29,39 < 0,0001

AT = Arteria temporal. OR = Oportunidad relativa (odds ratio). IC 95% = Intervalo de confianza del 95%. p = grado de
significacion.
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De los sintomas y signos generales estudiados, una VSG por encima de
50 mm fue la variable mas fuertemente asociada al resultado positivo de la
biopsia (OR = 10,5), seguida de la pérdida de peso, para la que se obtuvo una
OR de 3,08. Los demas como la fiebre, la astenia, la anorexia, el sindrome
depresivo y la anemia, también mostraron una asociacion positiva pero que en
ningun caso resultdé estadisticamente significativa. El dolor en cinturas, en
cambio, mostré una asociacidn negativa aunque tampoco resultd significativa

estadisticamente.

Se estudio también la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de
los signos y sintomas clinicos, para profundizar en el conocimiento de éstos

como predictores del resultado de la biopsia (tabla 20).

Salvo para la VSG elevada, que presetd la mayor sensibilidad (97,8), la
sensibilidad de todas las variables fue en general baja, destacando la cefalea
(78,3%), seguida de la anemia (76,1%) y el engrosamiento de la arteria
temporal (60,9%). Por el contrario, la especificidad fue por lo general mas
elevada, destacando la ausencia de dolor a la palpacion de la arteria temporal
(96,2%) y la ausencia de hiperestesia craneal, de claudicacion mandibular, y de

engrosamiento de la arteria, todas ellas con una especificidad del 92,4%.

Las manifestaciones clinicas con un mayor valor predictivo de resultado
positivo fueron el engrosamiento de la arteria temporal (82,4%), la disminucién
del pulso (76,5%) y la claudicacion mandibular (73,9%). La VSG (93,3%), la
cefalea (81,5%), el engrosamiento (80,2%) y la disminucion del pulso (78%) son
las variables que tuvieron un valor predictivo de resultado negativo mas

elevado.
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Tabla 20. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo de resultado
positivo y valor predictivo de resultado negativo de las manifestaciones

clinicas como predictores del resultado de la biopsia.

S (IC 95%)

E (IC 95%)

VP + (IC 95%)

VP - (IC 95%)

Cefalea

78,3 (64,7 — 88,4)

55,7 (44,6 — 66,4)

50,7 (39,2 — 62,2)

81,5 (69,5 — 90,2)

Hiperestesia craneal

32,6 (20,3 — 47,1)

92,4 (84,9 - 96,9)

71,4 (49,8 — 87,5)

70,2 (60,9 — 78,4)

Claudic. mandibular

37 (24 - 51,5)

92,4 (84,9 — 96,7)

73,9 (53,4 — 88,7)

71,6 (62,3 - 79,7)

Alteraciones visuales

32,6 (20,3 — 47,1)

72,2 (61,5 - 81,2)

40,5 (25,7 - 56,8)

64,8 (54,4 — 74,2)

Fiebre

37 (24 — 51,5)

63,3 (52,3 — 73,4)

37 (24 - 51,5)

63,3 (52,3 — 73,4)

Astenia

58,7 (44,1 —72,2)

54,4 (43,4 — 65,2)

42,9 (31,1 - 55,3)

69,4 (57,1 — 79,9)

Anorexia

457 (31,7 - 60,1)

69,6 (58,8 — 79)

46,7 (32,5 - 61,2)

68,8 (58 — 78,2)

Pérdida de peso

54,4 (39,9 — 68,3)

72,2 (61,5—-81,2)

53,2 (39 — 67,1)

73,1 (62,4 — 82)

Anemia

76,1 (62,2 — 86,7)

34,2 (24,4 -45,1)

40,2 (30,3 — 50,8)

71,1 (55,3 — 83,7)

VSG elevada

97,8 (89,7 — 99,9)

18,9 (11,2 — 29,0)

42,9 (33,7 — 52,5)

93,3 (71,3 - 99,7)

Dolor en cinturas

34,8 (22,1 — 49,3)

60,8 (49,7 — 71,1)

34 (21,6 — 48,4)

61,5 (50,4 — 71,8)

Engrosamiento AT

60,9 (46,3 — 74,1)

92,4 (84,9 - 96,9)

82,4 (66,9 — 92,5)

80,2 (71,1 — 87,5)

Dolor palpacion AT

6,5(1,7 - 16,7)

96,2 (90 — 99)

50 (14,7 — 85,3)

63,9 (55 — 72,1)

Disminucion pulso AT

56,5 (42 — 70,2)

89,9 (81,7 — 95,2)

76,5 (60,2 — 88,4)

78 (68,7 — 85,6)

AT = Arteria temporal. S = Sensibilidad. E = Especificidad. VP + = Valor predictivo del resultado positivo. VP - = Valor
predictivo del resultado negativo. IC 95% = Intervalo de confianza del 95%.

Ademas de calcular la sensibilidad, especificidad y valores predictivos se
calcularon los LR (razéon de verosimilitud) de resultado positivo y de resultado
negativo. Los LR+ mas elevados se observaron para el engrosamiento de la
arteria, la disminucion del pulso, la claudicacion mandibular y la hiperestesia
craneal. En cuanto a los LR-, una VSG menor o igual a 50 (LR- = 0,11), la
ausencia de cefalea y de engrosamiento de la arteria, estdn muy asociados a

una alta probabilidad de resultado negativo de la biopsia (tabla 21).
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Tabla 21. Razones de verosimilitud (LR) de resultado positivo y de
resultado negativo de las manifestaciones clinicas como predictoras del

resultado de la biopsia.

LR +

LR -

Cefalea

1,77 (1,32 - 2,36)

0,39 (0,22 — 0,70)

Hiperestesia craneal

4,29(1,79 — 10,29)

0,73 (0,59 — 0,90)

Claudicacion mandibular

4,87(2,07 — 11,46)

0,68 (0,54 — 0,86)

Alteraciones visuales

1,17(0,68 — 2,02)

0,93 (0,73 - 1,19)

Fiebre 1,01 (0,63 — 1,62) 1(0,75 - 1,32)
Astenia 1,29(0,92 — 1,81) 0,76 (0,51 — 1,13)
Anorexia 1,50 (0,95 — 2,38) 0,78 (0,58 — 1,06)

Pérdida de peso

1,95 (1,25 — 3,04)

0,63 (0,45 — 0,89)

Anemia

1,16 (0,92 — 1,45)

0,70 (0,38 — 1,27)

VSG elevada

1,21 (1,07 - 1,36)

0,11 (0,02 — 0,84)

Dolor en cinturas

*

*

Engrosamiento AT

8,01(3,59 — 17,9)

0,42 (0,29 - 0,61)

Dolor palpacion AT

1,72 (0,36- 8,16)

0,97 (0,89 — 1,06)

Disminucion pulso AT

5,58 (2,76 — 11,29)

0,48 (0,35 — 0,68)

* No se calcularon porque el factor era mas frecuente en los enfermos con biopsia negativa que en aquellos con biopsia

positiva.

AT = Arteria temporal. LR + = Likelihood ratio o razén de verosimilitud del resultado positivo. LR- = Likelihood ratio o

razon de verosimilitud del resultado negativo.

Como parte final del analisis de las variables predictoras del resultado de

la biposia se construyé un modelo fijo de regresion logistica en el que se

incluyeron, por un lado, las variables que resultaron significativas en el analisis

bivariable y, por otro, aquellas cuyo efecto se consideré que debia controlarse,

como la edad y el género, el tiempo de evolucidén de los sintomas antes de la
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realizacidon de la biopsia, los dias de tratamiento previo con glucocorticoides y el

ano de realizacion de la biopsia (tabla 22).

Tabla 22. Modelo de regresion logistica para el resultado de la biopsia.

VARIABLES B OR IC 95% p
Edad 0,28

<69 1

70-76 - 1,848 0,16 0,02 -1,29
77 - 81 -1,179 0,31 0,05-1,84

281 -0,183 0,83 0,16 — 4,33
Género

Mujer 1

Hombre -0,311 0,73 0,18 — 3,03 0,67
Dias hasta la biopsia 0,002 1,00 0,99 — 1,01 0,65
Dias de tratamiento -0,068 0,93 0,85- 1,03 0,16
Ao realizacion 0,366 1,44 0,88 — 2,38 0,15
Cefalea

No 1

Si 0,570 1,77 0,40-7,86 0,45
Hiperestesia craneal

No 1

Si 1,336 3,80 0,57 — 25,18 0,17
Claudic. mandibular

No 1

Si 0,267 1,31 0,22 -7,82 0,77
Alteraciones visuales

No 1

Si 0,41 1,51 0,34 - 6,83 0,59
Engrosamiento AT

No 1

Si 3,331 27,97 4,32 - 180,89 0,0005
Disminucién pulso AT

No 1

Si 2,422 11,27 2,46 — 51,67 0,0018
Pérdida de peso

No 1

Si 1,594 4,92 1,23 -19,72 0,024
VSG

<50 1

> 50 1,115 3,05 0,19-49,15 0,43
Constante -735,7 0,15

VSG = Velocidad de sedimentacion globular. = Coeficiente de regresion. OR = Oportunidad relativa (odds ratio). IC
95% = Intervalo de confianza del 95%. p = grado de significacion.
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Las variables que resultaron significativa e independientemente
asociadas al resultado de la biopsia fueron el engrosamiento arterial (OR =
27,97), la disminucién del pulso (OR = 11,27) y la pérdida de peso (OR = 4,92),
siendo estas 3 variables fuertes predictores positivos del resultado de la
biopsia, es decir, su presencia se hall6 asociada a una elevada probabilidad de
biopsia positiva. Otras variables como la cefalea, la hiperestesia craneal, la
claudicacion mandibular, las alteraciones visuales y la VSG elevada, que se
habian hallado asociadas de forma significativa en el analisis bivariable,
perdieron sus significacion tras el ajuste multivariable. Respecto a las variables
de confusién, en ningun caso se hallé asociacion entre éstas y el resultado de
la biopsia. Asi, ni la edad, ni el ser hombre o mujer, ni el tiempo transcurrido
desde el inicio de los sintomas, ni el tiempo previo de tratamiento con
glucocorticoides ni el afio de realizacion de la biopsia tuvieron relevancia a la
hora de explicar el resultado. El ajuste del modelo, analizado mediante la
prueba de bondad del ajuste de Hosmer y Lemeshow, se considerd bueno (p =
0,78). La sensibilidad del modelo fue del 84,8% vy la especificidad, del 87,5%,

con un porcentaje global de individuos correctamente clasificados del 86,4%.
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1. Consideraciones generales

La ACG es la variedad de vasculitis mas frecuente, especialmente en las
personas de edad avanzada. Su diagnéstico definitivo solamente puede
establecerse demostrando las alteraciones histologicas tipicas en la arteria
temporal [17]. Debido al mayor conocimiento de esta patologia y de sus graves
complicaciones potenciales por parte de los clinicos, cada vez se realizan mas
biopsias de la arteria temporal a pesar de un bajo nivel de sospecha clinica
[271]. Como resultado, la tasa de positividad de las biopsias ha disminuido
progresivamente de forma significativa a lo largo de las ultimas 4 décadas. Asi,
en un estudio se encontré una tasa de positividad en el condado de Olmsted,
Minnesota (EEUU) del 82% en 1960-64 y del 31% en 1970-74 [280], siendo
mas baja en algunos estudios mas recientes, habiéndose descrito tasas del
13,4% [202], del 12,5% [105] y del 11% [281]. Un estudio en Tennessee
(EEUU) encontré una tasa de positividad de la biopsia de arteria temporal del
4,4%.

Nuestra tasa de positividad del 34% practicamente coincide con la del
estudio de Gabriel y cols. [271] el cual destaca por el gran numero de biopsias
incluidas (525) de las que un 33% resultaron positivas para ACG. Es necesario
comentar que la técnica de biopsia empleada rutinariamente en nuestro centro
difiere en dos aspectos importantes de la utilizada por estos investigadores en
su estudio. En primer lugar, en nuestro centro se obtiene un segmento de
arteria de aproximadamente 1 cm de longitud frente a segmentos de 3,65+1,25
cm obtenidos en el estudio de Gabriel y cols. [271] y, en segundo lugar, la
realizacion de la biopsia contralateral en los casos en los que la primera es
negativa no es practica habitual en nuestro centro. Un dato a tener en cuenta a
la hora de valorar esta semejanza de porcentaje de resultados positivos es el
numero de biopsias que se habian eliminado en cada uno de los estudios.

Gabriel y cols. [271] eliminaron 20 de un total de 545 pacientes (3,6%) a los que
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se les habia realizado biopsia de la arteria temporal por diferentes motivos
entre los que destacan la falta de material bidépsico disponible, falta de datos en
sus historias clinicas, el diagnodstico de una vasculitis sistémica diferente de la
ACG y la edad infantil, mientras que en nuestro estudio 28 de las 175 biopsias
arteriales (16%) se eliminaron inicialmente por material insuficiente o de mala
calidad para la realizacién de los estudios que nos proponiamos. La similitud de
nuestro porcentaje de positividad con el del trabajo citado, hace pensar que el
hecho de que el tamafo de las muestras para biopsia sea algo inferior al que se
aconseja en la literatura no haya influido en el resultado. Ademas, es preciso
tener en cuenta que, en nuestro caso, el estudio de las biopsias dependia de su
disponibilidad y ésta, a su vez, de variables no directamente relacionadas con
el proceso patoldgico. Debido a esto, se puede deducir que el posible sesgo de
seleccidon que se haya podido producir es de tipo no diferencial (la proporcién
de biopsias positivas no diferira de la encontrada en las biopsias que se han
podido estudiar) y, por lo tanto, no se habra afectado la validez interna del

estudio.

La edad media de los pacientes en el momento del inicio de la ACG es
de aproximadamente 70 anos [115, 271]. Asi, la edad media en el momento del
diagnodstico de los pacientes con ACG con biopsia positiva en un estudio en
Escocia en el peridodo de 1964 a 1977 fue de 73 afios [282], en otro estudio en
Suecia fue de 71,6 anos de 1977 a 1986 [105] y en el condado de Olmsted,
Minnesota (EEUU) fue de 72,5 afios en el periodo de 1988 a 1991 [271]. La
edad media de los pacientes con biopsia positiva de nuestro estudio fue

discretamente superior, 76 afos.

En la mayoria de los estudios se ha encontrado que la ACG afecta con
mas frecuencia al sexo femenino que al masculino. El ratio mujer:varén en el
grupo de biopsias positivas de nuestro estudio fue de 3,2:1, coincidiendo con

las observaciones de la gran mayoria de los estudios previos en el predominio
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de la enfermedad en el sexo femenino. El ratio mas elevado hasta donde
nosotros sabemos, se encontré en un estudio en Tennessee (EEUU) en el que
se incluyeron casos de ACG con biopsia positiva y casos probables y fue de 7,7
[107], y el mas bajo, curiosamente, en el noroeste de Espafia donde,
considerando solamente pacientes con biopsia positiva, en el periodo de 1981
a 1990 se encontré un predominio de la ACG en hombres [283], mientras que
en el periodo de 1988 a 1997 la incidencia en ambos sexos se igual6 [109]. En
Olmsted, Minnesota (EEUU), entre 1950 y 1985 considerando tanto pacientes
con ACG con biopsia positiva como con negativa, se encontré una incidencia 3
veces superior en el sexo femenido [104], y en un estudio realizado entre 1988
y 1991, el ratio mujer:-hombre en este caso considerando solo pacientes con
ACG con biopsia positiva fue de 2,2:1 [271]. En Suecia, en dos estudios en los
que se incluian sélo los casos de ACG con biopsia positiva, se encontré que el
ratio mujer-nombre entre 1977 y 1986 era de 3,4 [105] y entre 1976 y 1995 de 3
[202], ambos muy similares al encontrado en nuestros pacientes. Por ultimo, en
dos estudios publicados recientemente, uno llevado a cabo por un grupo
diferente de investigadores de Barcelona [284] y el otro por un grupo de lIsrael

se han encontrado sendos ratios de 2 [285].

En nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas respecto
al tiempo de evolucion de los sintomas antes de la biopsia entre los pacientes
con biopsia positiva y aquellos con biopsia negativa, dato que coincide con lo
encontrado por Gabriel y cols. en su estudio [271]. Estos autores encontraron
una duracion media de 4,4(6,74) meses en los pacientes con biopsia positiva,
que fue discretamente superior a la nuestra de 2,3(1,9), y de 4,9(7,56) meses
en aquellos con biopsia negativa, en este caso muy similar a la de nuestro
estudio que fue de 4,5(7,3). Huston y cols.[280] encontraron que el tiempo de
duracion de los sintomas antes del diagndstico oscilaba desde menos de 1 mes

hasta 11 meses con una mediana de 1 mes.
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Aunque en general se acepta que siempre que sea posible la biopsia de
la arteria temporal debe realizarse antes de iniciar el tratamiento con
glucocorticoides ya que éste puede alterar su resultado [115, 286], se ha
demostrado que las alteraciones histologicas de arteritis pueden persistir hasta
mas de dos semanas después del inicio del tratamiento [145, 153]. La actividad
clinica intensa de nuestro hospital hace que no siempre sea posible la
realizacion de la biopsia en los primeros momentos tras la sospecha
diagndstica, por lo que con frecuencia es necesario iniciar el tratamiento antes
de su practica. De este modo, el 13% de nuestros pacientes con biopsia
positiva habian recibido tratamiento con glucocorticoides antes de la realizacién
de la biopsia arterial siendo la mediana de la duracion de este tratamiento 6(8)
dias. Del mismo modo, un 27,8% de los pacientes con biopsia negativa habian
recibido dicho tratamiento antes de la biopsia con una mediana de duracion
también de 6(13) dias. El analisis estadistico no evidencié diferencias
significativas del resultado de la biopsia en relacién a los dias de tratamiento
previo con glucocorticoides, lo que concuerda con lo observado por Gabriel y
cols. [271] quienes encontraron que el 47% de los pacientes de su estudio
habian recibido tratamiento con glucocorticoides antes de la realizacién de la
biopsia de la arteria temporal. Utilizando el analisis de regresion logistica
multiple para controlar las diferencias de las manifestaciones clinicas y de
laboratorio, demostraron que la tasa de positividad de la biopsia no estaba

relacionada con el tratamiento previo con glucocorticoides [145].

El hecho de que solamente pudiéramos recuperar la historia clinica de
125 pacientes (pérdida del 15% de los datos clinicos), limita a estos pacientes
nuestro conocimiento sobre las manifestaciones clinicas y el diagndstico
establecido en los casos con biopsia negativa. De esos 125 pacientes, 75
(60%) tenian biopsia negativa. Tan sélo el 20% de éstos habian sido
diagnosticados de ACG en base a criterios clinicos a pesar de ser negativa la

biopsia de la arteria temporal. En el 80% restante se habia descartado
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definitivamente esta patologia y no se habia iniciado o se retiré el tratamiento
con glucocorticoides, salvo en el 17,3% de los casos con PMR. Consideramos
que el hecho de que tan sélo una pequefa proporcion de los pacientes con
biopsia negativa fueran diagnosticados de ACG hace que aumente la fiabilidad
del resultado de nuestras biopsias a pesar de las limitaciones que se le

pudieran suponer a nuestra técnica.

Otro dato a aclarar es que no es practica habitual en nuestro centro la
realizacion de biopsia de arteria temporal en los casos en los que se sospecha
una PMR aislada. Por ello, los 13 pacientes que finalmente fueron
diagnosticados de PMR a los que se les realizd6 biopsia arterial, habian
presentado durante su evolucién algun sintoma que hizo sospechar la ACG,
generalmente cefalea. El resultado negativo de la biopsia sirvié para descartar
la ACG y se inicié el tratamiento con glucocorticoides a dosis bajas o se

disminuyo la dosis iniciada previamente.

El analisis de los diagnédsticos alternativos diferentes a la PMR que se
habian establecido, nos puede ayudar a hacernos una idea del tipo de
manifestaciones clinicas que condujeron a la sospecha errénea de la ACG. Por
una parte estaban las vasculitis, en concreto la poliarteritis nudosa, la artritis
bien reumatoide o de otro tipo y un caso de una enfermedad sistémica
autoinmune, la dermatopolimiositis. En estos casos las manifestaciones clinicas
de dolor articular, la elevacion de los reactantes de fase aguda, la anemia, la
fiebre y otros sintomas generales fueron probablemente las causantes de la
sospecha de ACG. Otro gran grupo fue el de las enfermedades infecciosas, en
cuyo caso la fiebre inicialmente de origen desconocido, y en ocasiones otros
sintomas como la cefalea, bien secundaria a la fiebre o por la misma infeccion
como en el caso de la meningitis, los sintomas respiratorios, frecuentes en los
pacientes con ACG, o los sintomas generales como la pérdida de peso,

especialmente en el caso de tuberculosis, fueron las manifestaciones que
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condujeron a los clinicos a solicitar la biopsia de la arteria temporal. En algunos
casos existia otra patologia afiadida del paciente que aumentaba la sospecha,
por ejemplo un ulcus duodenal o insuficiencia renal en un paciente con

aterosclerosis que producian anemia.

Los sintomas oculares secundarios a patologia vascular ocular de
diferente origen, en concreto a aterosclerosis y a retinopatia hipertensiva y
diabética, constituyeron otra fuente de confusion. Algo similar sucedid, aunque
en escasas ocasiones, con la sintomatologia neurolégica focal y la cefalea
relacionadas con diferentes tipos de accidentes vasculares cerebrales. Por
ultimo, en algunos casos la biopsia de arteria temporal se solicitd en pacientes
que presentaban sintomas tipicos de ACG aunque poco especificos como la
cefalea, anemia, problemas oculares y deterioro de su estado general, en los
que la negatividad de la biopsia y, en algunos casos la falta de respuesta al
tratamiento con glucocorticoides en ausencia de otros signos y sintomas

propios de la ACG, hicieron descartar este diagnostico.

A pesar de que no pudimos disponer de la historia clinica de 22
pacientes a los que se les habia realizado una biopsia de la arteria temporal,
para llevar a cabo la mayor parte de nuestro estudio, basada principalmente en
comparaciones entre las biopsias positivas y negativas, se utilizaron todas las
biopsias posibles de arteria temporal, eliminando tan sélo aquellas que, bien
por su baja calidad o por insuficiente cantidad de tejido, resultaban inviables
para las determinaciones que proponiamos. Se considerd que existian varias
razones que aconsejaban incluir, aparte del mayor numero posible de biopsias
positivas para ACG, también el mayor numero de aquellas que no presentan
signos histologicos de esta vasculitis. En primer lugar, todas las biopsias se
habian realizado por una sospecha de ACG y todas eran de personas mayores,
por lo que se podia intuir que la mayoria de las que no presentaran inflamacion

a nivel de la arteria temporal, si que presentarian, en cambio, alteraciones
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relacionadas con la edad, como son cierto grado de degeneracién de la lamina
elastica y de hiperplasia intimal. Puesto que estas dos caracteristicas
histolégicas son comunes, aunque en diferente grado, a la ACG, consideramos
importante estudiar si las MMP intervenian en ambos casos, y la contribucion
especifica de cada una de ellas. En segundo lugar, los virus que nos
propusimos estudiar son ubicuos en el ser humano y su deteccién en una
muestra biolégica no implica que necesariamente estén causando una
patologia. En un estudio previo, el parvovirus B19 fue detectado en diferentes
muestras arteriales de personas de edad avanzada, independientemente de la
existencia de vasculitis, habiéndose relacionado su presencia con la edad
avanzada y no con el proceso vasculitico [215]. Estos resultados no
concuerdan con los de los otros estudios [83, 89] y aunque esta discordancia
puede ser consecuencia de la prevalencia general de este virus concreto en las
diferentes poblaciones, consideramos interesante la investigacion en nuestra

poblacion.

La gran mayoria de las arterias negativas para ACG mostraban cierto
grado de hiperplasia intimal, aunque en ningun caso comprometia de forma
importante la luz vascular y cierto grado de degeneracion de la lamina elastica
interna, cambios que probablemente tenian relacion con la edad avanzada de

los pacientes.

2. Parvovirus B19 y virus herpes en la ACG

Hasta donde nosotros sabemos, este estudio es el que ha incluido el
mayor numero de biopsias de la arteria temporal para determinar la posible
asociacion entre la arteritis temporal de células gigantes (ACG) y la presencia
de parvovirus B19, virus herpes simple 1 (VHS1) 6 2 (VHS2), virus varicela-
zoster (VVZ), citomegalovirus (CMV), virus herpes humano tipo 6 (VHHG6) o

virus de Epstein-Barr (VEB) en dicha arteria. Los resultados claramente
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negativos de nuestro estudio van en contra de la hipotesis de que alguno de

estos virus esté implicado en la etiopatogenia de la ACG.

No obstante, antes de considerar estos resultados como definitivos, es
necesario discutir qué factores podrian haber influido por si mismos en ellos,
para intentar descartarlos como una posible causa de la negatividad de los
resultados. En primer lugar, tanto la técnica de PCR utilizada para la deteccién
de parvovirus B19 como la multiple utilizada para la deteccion de los diferentes
virus herpes son técnicas de alta sensibilidad y especificidad y han sido
validadas en protocolos internacionales multicéntricos de control de calidad
[278]. La PCR multiple de herpes ha sido validada por ensayo multicéntrico
para herpes simple (VHS), virus varicela zoster (VVZ) y citomegalovirus (CMV),
pero no para el virus herpes humano 6 (VHHG6) ni para el virus de Epstein-Barr
(VEB), ya que no se conocen ensayos multicéntricos sobre éstos. Su validaciéon
se ha hecho para su utlizacion en deteccion de virus en liquido
cefalorraquideo, lo cual implica que la sensibilidad debe ser maxima, pues en
liquido cefalorraquideo las concentraciones de genomas viricos durante las

infecciones son muy bajas.

Debido a que el plasmido utilizado como sistema de control interno tanto
en la PCR de parvovirus como en la multiple de herpes se incluy6 en el tampdn
de lisis, éste debe ser transportado durante todo el proceso, permitiendo la
deteccién de errores de manipulacion. Ademas, la utilizacion de un numero
limitado de moléculas plasmidicas hace posible controlar la presencia de
cualquier factor que afecte la sensibilidad de la reaccion en cada tubo. Como
consecuencia, la posibilidad de falsos negativos disminuye significativamente

con la utilizaciéon de este sistema de control interno.

Por otra parte, ambas técnicas de PCR son utilizadas de forma rutinaria
con fines diagnosticos en el laboratorio en el que se realizé este estudio, por lo

que existe un cierto riesgo de falsos positivos debidos a contaminaciones lo que
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hace necesaria la confirmaciéon de todos los resultados positivos obtenidos en
una primera determinacion. El hecho de que ninguno de los 3 resultados
positivos iniciales para parvovirus se confirmara tras la segunda determinacién
parece apuntar que corresponden a contaminaciones, aunque podria deberse a
que la concentracion de ADN virico en estas muestras se encuentra en el limite
de sensibilidad de nuestra técnica. Aun en el caso de este segundo supuesto,
el hecho de que tan solo existieran 3 resultados positivos a titulo bajo, tampoco

apoyaria un papel importante de este virus en la ACG.

Entre las limitaciones de nuestro estudio, un aspecto a considerar es la
influencia de la antigiedad de las muestras sobre la calidad del ADN. Segun
diversos autores, una antiguedad de las muestras de hasta 5 afos no
disminuye la calidad del ADN extraido utilizando diferentes métodos [287, 288].
Se puede asumir, por tanto, que el paso del tiempo no ha influido de forma
negativa en la calidad del ADN extraido de nuestras biopsias, recogidas en los

ultimos 4 anos.

El efecto de la inclusion en parafina y la fijacion con formaldehido sobre
el ADN de las muestras estudiadas es otro punto a tener en cuenta. Se sabe
que el tejido conservado en parafina, especialmente cuando se han utilizado
mezclas de fijadores acidos, como es el caso del formaldehido de nuestras
biopsias, puede sufrir alteraciones de los acidos nucleicos, es decir,
degradacion del ADN, lo que dificulta su amplificacion mediante PCR. A este
respecto, se ha comprobado que el factor limitante principal viene dado por la
longitud de pares de bases (bp) de los amplicones resultantes de la primera
reaccion de la PCR anidada o sucesiva. En general, fragmentos de hasta 400
bp pueden ser amplificados en la primera reaccién sin que hayan sido
afectados de forma importante por la degradacion del ADN [289]. Cuanto mas
pequefios sean los fragmentos amplificados en la primera reaccion, menos

probabilidad de que la degradacion del ADN producida como consecuencia de
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los fijadores utilizados y de la inclusién en parafina influya negativamente en la
PCR. En nuestro caso, los productos amplificados en la primera reaccion de la
PCR de parvovirus B19 tenian 211 bp y los de la PCR de herpes virus 194 bp,
por lo que parece poco probable que la degradacion del ADN haya influido de

forma relevante en nuestros resultados negativos.

El parvovirus B19 puede producir infeccion persistente y recurrente tanto
en pacientes inmunodeprimidos como inmunocompetentes. La infeccion por
parvovirus B19 humano da lugar a una amplia variedad de manifestaciones
clinicas entre las que se incluyen la infeccion asintomatica, los sintomas
respiratorios, el eritema infeccioso o quinta enfermedad, un sindrome similar en
adultos, las crisis aplasicas en pacientes con anemia hemolitica, la supresion
cronica de la médula 6sea en los huéspedes inmunodeprimidos vy el hidrops
fetalis. El parvovirus B19 también se ha encontrado asociado con un cuadro de
anemia neonatal con trombocitopenia, purpura trombética trombocitopénica,
disfuncion hepatica, diversos sindromes neurolégicos y miocarditis [290]. La
infeccidon por este virus también se ha encontrado en pacientes con vasculitis

sistémica y artritis inflamatoria [82].

Staud y Corman [214], comunicaron un caso de ACG e infeccion
persistente por parvovirus B19 con concentraciones elevadas de virus en la
sangre, pero no llevaron a cabo la deteccion de ADN viral a nivel de la arteria
temporal. Posteriormente, Gabriel y cols. [83], utilizando biopsias incluidas en
parafina, estudiaron la presencia de ADN de parvovirus B19 en una serie de 50
pacientes consecutivos a los que se les habia realizado biopsia de la arteria
temporal. Encontraron ADN de parvovirus B19 en 7 (54%) de las 13 biopsias
con alteraciones histolégicas de ACG y sélo en 4 (11%) de las 37 biopsias sin
ACG. La diferencia resultd estadisiticamente significativa (p = 0,0013) lo que
sugeria que el parvovirus B19 podia estar implicado en la patogenia de la ACG.

Una gran parte de estos resultados fueron confirmados mediante una técnica
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diferente de PCR en otro centro diferente, el Centro para el Control de las
Enfermedades de Estados Unidos (CDC) obteniendo un alto grado de

correlacion de los resultados (97% de acuerdo; k = 0,9).

Salvarani y cols. [215], estudiaron la presencia de ADN de parvovirus
B19 mediante PCR en diferentes muestras de tejido arterial: 1) biopsias de
arteria temporal frescas de 31 pacientes con alteraciones histolégicas de ACG,
43 pacientes con PMR aislada y 19 controles apareados por edad con un
diagnéstico diferente de ACG y PMR; 2) piezas quirurgicas en fresco de aorta o
arteria carotidea de 32 pacientes con patologia aterosclerética; 3) muestras
frescas de 14 aortas fetales obtenidas por autopsia. Detectaron ADN de
parvovirus B19 en 20 (64,5%) de las 31 arterias temporales con ACG, en 33
(76,7%) de las 43 arterias temporales de pacientes con PMR aislada, en 14
(73,7%) de las 19 arterias temporales del grupo control, en 21 (65,6%) de las
32 muestras quirargicasde aorta o arteria cardtida de pacientes con
aterosclerosis y en ninguna de las 14 aortas fetales. Las diferencias observadas
entre los pacientes con ACG, PMR vy los del grupo control no resultaron
estadisticamente significativas. Concluyeron que el parvovirus B19 esta
presente en igual proporciéon en el tejido arterial de las personas de edad
avanzada, independientemente de la existencia de alteraciones histoldgicas de
ACG.

Por ultimo, Helweg-Larsen y cols [89], estudiaron la presencia de ADN
de parvovirus B19 en 30 biopsias de arteria temporal de pacientes con
sospecha de ACG, 13 con alteraciones histolégicas de ACG, 2 de pacientes
con clinica de ACG pero con biopsia negativa, 10 de pacientes con PMR
aislada y 5 de pacientes con otras enfermedades diferentes de la ACG vy la
PMR (2 tenian artritis reumatoide y 3 neoplasias). Utilizaron el mismo método
de PCR que Gabriel y cols. [83], con iniciadores dirigidos contra regiones

codificantes de la proteina estructural NSI junto con un ensayo adicional dirigido
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contra la region VPI, con la optimizacion adicional de utilizar un procedimiento
“touch-down”. Todos los resultados fueron negativos para parvovirus B19. A
diferencia de Gabriel y cols. [83], que extrajeron el ADN de muestras
conservadas en parafina, estos investigadores utilizaron ADN extraido de
bloques de biopsias arteriales que habian sido criopreservadas utilizando
alcoholes de elevado peso molecular. Aunque no existen datos comparativos
del ADN extraido de tejido criopreservado frente al obtenido de tejido incluido
en parafina, estos autores sostienen que no existe ninguna razén para pensar
que la integridad del ADN obtenido de tejido criopreservado es inferior a la del
ADN procedente de tejido parafinado, en el cual la degradacion del ADN y la
inhibicion de la PCR si que pueden constituir un problema. Concluyeron que

sus resultados no confirman la asociacién entre el parvovirus B19 y la ACG.

Nuestros hallazgos concuerdan con los de estos ultimos autores [89] a
pesar de que, a diferencia de ellos, obtuvimos el ADN de biopsias conservadas
en parafina como hicieron Gabriel y cols. [83]. Por otra parte, como se ha
comentado anteriormente, cuanto mayores sean los fragmentos de ADN
amplificados en la primera o en la unica reaccién de una PCR mayor es la
probabilidad de que la degradacién del ADN inducida por la parafina y los
fijadores utilizados influyan en el resultado. En este sentido, el hecho de que los
amplicones obtenidos tras la primera reaccidén en nuestro estudio fueran de 211
bp, menores que los fragmentos de 292 bp amplificados por los otros
investigadores en su estudio [83], hace que sea mas probable que se vieran

afectados los resultados de estos ultimos investigadores que los nuestros.

Por otra parte, aunque nuestras conclusiones coinciden con las de
Salvarani y cols. [215], en el hecho de que la presencia de parvovirus B19 a
nivel de la arteria temporal no parece estar asociado con la existencia de
evidencia histologica de ACG, nuestros resultados difieren de los suyos

respecto a la presencia de ADN de parvovirus B19 en aproximadamente el 60-
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70% de las arterias temporales de personas mayores tanto con ACG como sin
ella. Una posible explicacion de esos resultados discordantes, seria la diferente
prevalencia del parvovirus en las distintas areas geograficas. Otra posibilidad
es que si los casos por parvovirus B19 descritos en la literatura
correspondiesen a infecciones agudas y no a reactivaciones, entonces las
diferencias de resultados entre los estudios podrian deberse a que el momento
epidemioldgico en el que estan recogidas las muestras de cada estudio es
diferente. Parvovirus B19 produce picos epidémicos bianuales cada 4 6 5 anos,
de forma que, buscar este virus durante los picos o durante los periodos
interepidémicos no tiene nada que ver tal y como se ha observado en trabajos
que buscan ADN de parvovirus B19 en donantes de sangre [291, 292]. Las
diferencias de prevalencia son enormes y se ha atribuido a que unas
determinaciones se habian llevado a cabo durante el pico epidémico y otras

durante el periodo interepidémico.

Una de las importantes limitaciones de todos los estudios realizados
hasta el momento es la falta de realizacion de determinaciones seroldgicas,
tanto para determinar anticuerpos IgG e IgM anti parvovirus B19 que podrian
ayudar a diferenciar una infeccion antigua de una aguda como para determinar
ADN de parvovirus en suero cuya presencia apuntaria hacia una infeccion

aguda.

Por otra parte, como la ACG presenta predilecciéon por personas de edad
avanzada, se ha pensado que la reactivacion de una infeccion latente podria
ser la causa desencadenante. Los virus herpes tienen la capacidad de producir
infeccion latente que posteriormente puede reactivarse, ademas pueden
originar inflamacion mediada por células T y algunos de ellos inducen la
formacion de células gigantes, como el VHS [217] y el VEB [216]. Estas
caracteristicas despertaron nuestro interés y el de algunos otros investigadores

por estudiar su posible papel etiopatogénico en la ACG.
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Nuestros resultados negativos para los virus herpes estudiados
concuerdan con los de Nordborg y cols. [220], quienes tan solo estudiaron la
presencia del VVZ en 10 arterias con histologia de ACG mediante PCR e
inmunohistoquimica sin encontrar ningun resultado positivo, asi como con los
resultados de Helweg-Larsen y cols. [89] que, junto con la presencia de
parvovirus B19 y también de Chlamydia pneumoniae, en el estudio detallado
anteriormente utilizando material criopreservado, también estudiaron la de ADN
de los ocho virus herpes mediante PCR. Hasta el momento, ninguno de los
estudios realizados ha demostrado un posible papel etiopatogénico de ninguno

de los virus herpes en la ACG.

Los resultados de nuestro estudio parecen descartar definitivamente el
papel de parvovirus B19 y de los virus herpes VHS, VVZ, CMV, VHH6 y VEB en
la etiopatogenia de la ACG. De todos modos, puesto que los resultados de los
diferentes estudios son contradictorios, especialmente en el caso de parvovirus,
se deberia considerar el disefio de nuevos estudios prospectivos en los que se
determine la presencia de ADN de este virus en muestras de arteria temporal
frescas junto con la deteccion en suero de anticuerpos anti-lgM y ADN de

parvovirus.

3. Metaloproteinasa-2 (MMP-2) vy 9 (MMP-9) en la ACG

Hasta donde nosotros sabemos, nuestro trabajo es el que ha estudiado
la presencia de metaloproteinasas en el mayor numero de arterias temporales y
el unico que, desde un punto de vista epidemioldégico, ha intentado
correlacionar estas enzimas con diferentes alteraciones histopatoldgicas asi
como con multiples manifestaciones clinicas de los pacientes. Los estudios
sobre el posible papel de las metaloproteinasas en la ACG son realmente
escasos Y los que se han publicado hasta el momento, incluyen un numero muy

limitado de biopsias.
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Nuestros datos apoyan que la MMP-2 parece estar constitutivamente
expresada en determinadas células de la pared arterial sin poder descartarse
que tenga alguna resposabilidad en los cambios histopatolégicos producidos en
las arterias temporales por la edad tanto en pacientes con ACG como sin ella,
mientras que la MMP-9 puede tener un papel en la produccion del dano tisular
en la ACG.

En nuestros pacientes, la expresibon de MMP-2 no diferia
significativamente entre las biopsias positivas y las negativas. Sin embargo, la
MMP-9 se expresaba con una frecuencia mas de dos veces superior en los

pacientes con ACG que en aquellos con biopsia negativa.

Weyand y cols. [235] estudiaron exclusivamente la expresién de MMP-2
mediante inmunohistoquimica en 5 arterias temporales con ACG, encontrando
en todas ellas expresiéon de dicha MMP. Resulta dificil comparar estos datos
con los nuestros, por una parte, por el hecho de que estudiaron un numero muy
limitado de muestras, que pudieron haber sido previamente seleccionadas en
base a sus alteraciones histolégicas muy marcadas y, por otra, porque no

incluyeron arterias sin inflamacion.

Nuestros resultados se asemejan a los de Nikkari y cols. [243], quienes
encontraron que la MMP-2 se expresaba ubicuamente tanto en las arterias
positivas como en las negativas para ACG, mientras que la MMP-9 sdlo se
expresaba en 6 de las 10 biopsias positivas para ACG que estudiaron, es decir,
en un 60% frente al 40% de nuestro estudio. A diferencia de ellos, nosotros
encontramos expresion de esta MMP en algunas de las biopsias negativas para
ACG. El hecho de que las arterias que estos investigadores incluyeron en el
grupo control tuvieran una lamina elastica interna muy bien conservada, en
contraste con la gran mayoria de las arterias que nosotros utilizamos como
controles, que mostraban cierto grado de degeneracién de la lamina elastica

relacionada con la edad, pudo ser el factor principal causante de esta
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diferencia, aunque también pudo contribuir el diferente nimero de biopsias

estudiadas.

Por otro lado, Sorbi y cols. [242], detectaron mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa transcripcion de la MMP-9 en las arterias temporales
de los pacientes con ACG que estudiaron, aunque no especifican en cuantos
casos y no intentaron su deteccion en arterias no inflamadas. Ademas, estos
investigadores encontraron que la actividad de la gelatinasa sérica y la
concentracion de MMP-9 en suero estaban significativamente elevadas en los
pacientes con ACG que no habian recibido tratamiento respecto al grupo de
voluntarios sanos, lo que va a favor de un papel de esta MMP-9 en la
etiopatogenia de la ACG.

Tomita y cols. [265], encontraron tincion de inmunohistoquimica
débilmente positiva para MMP-2 y MMP-9 en las 3 biopsias negativas para
ACG que estudiaron. En las 7 biopsias con ACG que utilizaron la intensidad de
la tincion fue moderada o intensa para ambas enzimas. Junto con la presencia
de MMP, también investigaron la de los inhibidores de las MMP (TIMP)
mediante inmunohistoquimica y de su ARN mensajero mediante hibridacién in
situ. Encontraron que en los casos de ACG existia un marcado aumento de las
MMP respecto a los TIMP, lo que les hizo sugerir que un desajuste de esta

relacion podria estar involucrado en la patogenia de la ACG.

Nuestros datos coinciden con los de estos ultimos autores en el hecho
de que también encontramos expresion de MMP-2 y MMP-9 en arterias no
inflamadas y que la intensidad de tincion en estos casos es menor que en las
arterias con ACG, pero difieren en el hecho de que no encontramos tincién
positiva para las MMP en todas las arterias. Esto ultimo podria explicarse bien
por el menor numero de muestras estudiadas por ellos o por una diferente

sensibilidad de la técnica de inmunohistoquimica utilizada.
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En resumen, cabe destacar que tanto en nuestro estudio como en el de
Nikkari y cols. [243] y en el de Tomita y cols. [265], la MMP-2 se expresa
ubicuamente tanto en arterias temporales con ACG como sin vasculitis. Puesto
que las arterias utilizadas como controles en todos estos estudios mostraban
cambios relacionados con la edad, no podemos asegurar que esta MMP se
exprese de forma constitutiva por las células de la pared arterial, sino que
también podria deberse a que esté implicada en el desarrollo de las
alteraciones histolégicas relacionadas con la edad. Por el contrario, la MMP-9
parece relacionarse mas especificamente con la ACG, aunque su hallazgo en
algunas de las biopsias sin vasculitis, hace que no se pueda descartar que

también pueda jugar algun papel en las alteraciones por la edad.

En consonancia con nuestras observaciones, se ha comprobado que las
células de la pared de los vasos sanguineos normales humanos producen de
forma constitutiva MMP-2, TIMP-1 y TIMP-2 in vitro [293]. Ademas, las arterias
normales y las arterias con aterosclerosis presentan tincion de
inmunohistoquimica positiva para MMP-2, TIMP-1 y TIMP-2, aunque las
arterias normales no contiene actividad enzimatica, a diferencia del tejido
aterosclerotico, lo que sugiere un estrecho control de la actividad de la MMP a
través de su inhibidor [259, 294], quizas en relacion a una cantidad abundante
de zimégeno. Thompson y cols. [261], mediante zimografia de cultivos
organicos encontraron que tanto la aorta normal, como la que presenta
aterosclerosis oclusiva y la aneurismatica presentan actividad de gelatinasa de
72-kd, que coincide con la MMP-2 en cantidades similares, lo que sugiere que

esta MMP no esta selectivamente aumentada en la patologia aneurismatica.

La situacion es diferente con la MMP-9. Se ha comprobado que, a
diferencia de las arterias normales, las placas ateroscleréticas presentan tincion
de inmunohistoquimica positiva para colagenasa intersticial o MMP-1, MMP-9 y

estromelisina o MMP-3 y ademas existe actividad enzimatica [259]. En las
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lesiones aterosclerdticas de las arterias coronarias también se ha comprobado
la expresion de MMP-9 [260]. Otro estudio demostré que en el tejido adrtico
patolégico, tanto en casos de aterosclerosis como de aneurismas, existe una
mayor cantidad de actividad gelatinolitica que en la aorta normal, que

principalmente es debida a una produccion aumentada de MMP-9 [261].

De todo esto se puede deducir que la MMP-9 juega un papel activo en
diversas patologias vasculares, mientras que la MMP-2 parece ocupar un
segundo plano. Por ultimo hay que recordar que el hecho de que exista
expresion de una metaloproteinasa por inmunohistoquimica no indica nada
sobre su actividad enzimatica ya que los zimégenos carecen de actividad y los
TIMP pueden bloquear las MMP activadas. En nuestro trabajo no hemos
determinado la actividad enzimatica de estas metaloproteinasas, por lo que no
podemos saber si las enzimas estaban activas o0 no en el momento de su
realizacion. Esto no ha sido estudiado en la ACG y pensamos que podria ser

objeto de una investigacion mas profunda.

3.1. Localizacion de la MMP-2 y la MMP-9 en la biopsia

Tanto la MMP-2 como la MMP-9 se detectaron en el citoplasma de los
macréfagos de la tunica media y de la intima cercanos a la lamina elastica
interna fragmentada, en células gigantes, que caracteristicamente se localizan
cerca de dicha lamina elastica y en células de la media y de la intima con
apariencia de musculo liso. Practicamente no se observo expresion de ninguna

de estas MMP en la adventicia.

Weyand y cols. [235] encontraron expresion de MMP-2 en una
subpoblacién de macréfagos situados de forma preferente en la tunica intima,
particularmente los cercanos a la lamina elastica interna, asi como en algunos

macrofagos de la media y en las células gigantes. La mayoria de los pacientes
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tenian una poblacion pequena pero diferente de macréfagos situados a lo largo
de la lamina elastica interna que expresaban MMP-2. Estos investigadores tan
s6lo estudiaron la presencia de esta MMP en 5 arterias de pacientes con ACG
pero no en arterias no inflamadas. No hacen referencia a la tincion para MMP-2
en células de musculo liso. En la mayoria de nuestras arterias con ACG en las
que se expresaba MMP-2 lo hacia tanto en células inflamatorias como en

células de musculo liso [235].

Por otro lado, Nikkari y cols. [243] encontraron que la MMP-2 se
expresaba en todas las capas arteriales aunque no especificaron qué células la
expresaban. A diferencia de ellos, nosotros no encontramos expresion de
MMP-2, ni tampoco de MMP-9, en la adventicia. La expresion de MMP-9 en las
biopsias con ACG se limitaba a los macréfagos y las células gigantes cercanas
a la lamina elastica fragmentada, pero no la encontraban como nosotros en las

células de musculo liso.

Sorbi y cols. [242], han sido los unicos investigadores que, ademas de
nosotros, han detectado la presencia de MMP-9 en células con apariencia de
musculo liso cercanas a zonas de degeneracidon de la lamina elastica en las
arterias con ACG. A diferencia de la técnica de inmunohistoquimica empleada
en nuestro estudio, utilizaron la deteccion de ARN mensajero de MMP-9
mediante reaccidn en cadena de la polimerasa. El hecho de que utilizaran una
técnica diferente a la de nuestro estudio, refuerza la fiabilidad de este hallazgo,
sin embargo no comentan que encontraran MMP-9 en los macrofagos. Estos
investigadores sugieren que las células de musculo liso, una vez activadas,
pueden ser la principal fuente de MMP-9 y, en ultimo término, ser las

responsables de la degeneracion de la elastina.

Tomita y cols. [265], encontraron que las arterias sin inflamacion
expresaban MMP-2 y MMP-9 en fibras elasticas, células de musculo liso y en

fibroblastos. En las arterias con ACG estas MMP se localizaban en las fibras
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elasticas fragmentadas de la media y en algunos linfocitos. Aunque en nuestro
estudio no utilizamos una tincidn especifica para identificar las células
linfocitarias y no podemos asegurar por completo que alguno de ellas no
expresara esta MMP, es cierto que la inmensa mayoria de las células

inflamatorias que expresaban MMP fueron macréfagos y células gigantes.

Aunque son pocos los estudios que han comentado que encuentren
expresion de MMP en las células de musculo liso de la pared arterial en los
casos de ACG, se ha comprobado que estas células in vitro son capaces de
producir secrecion de elastasas [293, 295]. Henney y cols. [296] detectaron la
presencia de ARN mensajero de estromelisina en los macrofagos y en algunas
células de musculo liso de las lesiones ateroscleréticas. Galis y cols. [259],
encontraron MMP-1, MMP-2, MMP-3 y MMP-9 en células de musculo liso de
arterias, ademas de en otras células. Brown y cols. [260], encontraron MMP-9
en células de musculo liso de algunas de las arterias de pacientes con

aterosclerosis coronaria que estudiaron.

El hecho de que en nuestras biopsias todas las arterias positivas para
ACG que expresaban MMP-2 en células inflamatorias también la expresaran en
células de musculo liso, que la mayoria de las biopsias positivas para ACG que
expresaban MMP-9 lo hacian tanto en células inflamatorias como en células de
musculo liso y que exista expresion de MMP en células de musculo liso de
biopsias sin ACG, nos lleva a valorar la posibilidad de que la produccién de
estas MMP por las células de musculo liso de la pared, activadas por algun
mecanismo que hasta el momento desconocemos, sea la responsable de la
degradacion de la lamina elastica y posiblemente también de la hiperplasia
intimal que se relacionan con la edad y que sobre estas alteraciones basales,
se superpongan los cambios secundarios a la inflamacién caracteristica de la
ACG. Otra posibilidad seria que las células inflamatorias activasen a las células

de musculo liso y éstas comenzaran a secretar metaloproteinasas con lo que
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tendrian una funcién adyuvante. Esta segunda hipotesis no acabaria de
explicar la expresiéon de MMP en las arterias no inflamadas, aunque podria ser
que las células de musculo liso de estas arterias se activaran por un
mecanismo diferente todavia desconocido. De cualquier modo, puesto que es
evidente que las arterias temporales de personas de edad avanzada presentan
cierto grado de hiperplasia intimal y de degeneracion de la lamina elastica, no
parece descabellado especular que tanto la MMP-2 como la MMP-9 pueden
jugar un cierto papel en dichos cambios, aunque se desconocen los
mecanismos por los que se activarian las células de musculo liso en estos
casos. El hecho de que no todas las arterias negativas para ACG que
presentan cambios relacionados con la edad expresen MMP podria estar
relacionado con que la pared arterial se encuentre en una fase quiescente, sin

remodelamiento activo en el momento de realizacidn de la biopsia.

Por ultimo, la MMP-9 se observé en algunos casos en las células
endoteliales de los vasa vasorum, en 10 casos de arteritis y en 2 arterias sin
inflamacion. Esto no habia sido descrito en estudios previos en pacientes con
ACG, pero si la expresion de MMP-1 en el endotelio de los microvasos
formados durante la evolucion de las placas aterosclerdticas lo que se ha
interpretado como una posible ayuda a la migracién de las células endoteliales
a través de la matriz vascular durante la angiogénesis caracteristica de la
evolucion de dicha placa [259]. De este modo, podemos especular que la
expresion de MMP-9 en el endotelio de los vasos neoformados en la pared de
la arteria temporal podria contribuir a su migraciéon a través de la matriz
vascular. La positividad en las 2 arterias sin inflamacion podria corresponder
asimismo a vasos neoformados en arterias temporales que precisaran irrigaciéon

adicional debido a la hiperplasia de la pared relacionada con la edad avanzada.
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3.2. Expresion de MMP-2 y MMP-9, alteraciones histopatolégicas y

caracteristicas clinico-epidemioldgicas

La lesién patoldgica subyacente en la ACG consiste en una hiperplasia
intimal concéntrica que produce oclusion de la luz vascular [50]. En cualquier
caso, los mecanismos moleculares que producen la estenosis arterial deben
actuar rapidamente y afectar toda la circunferencia del vaso sanguineo. No se
conoce con exactitud el mecanismo de regulacion de esa respuesta
hiperproliferativa de la tanica intima ni la forma en que el infiltrado inflamatorio

influye en este hecho.

Se ha demostrado que diferentes miembros de la familia de las MMP,
enzimas capaces de degradar los diferentes componentes de la matriz
extracelular, juegan un papel crucial en el remodelamiento vascular durante el

desarrollo, el crecimiento y determinados procesos patologicos [293, 297-300].

En los ultimos afios, se ha reconocido que existen ciertas similitudes
entre la aterosclerosis y la arteritis temporal, al haberse descubierto que los
procesos inflamatorios juegan un papel esencial en la patogenia de la
aterosclerosis y son mediadores de muchas de las fases de desarrollo del
ateroma, desde el reclutamiento inicial leucocitario hasta la ruptura de la placa
ateroscleroética inestable, 1o que da lugar a graves complicaciones como el
infarto de miocardio, accidentes vasculares cerebrales isquémicos vy
aneurismas arteriales [301]. El desarrollo de la lesion incluye la migracion de los
leucocitos y las células de musculo liso y el acumulo de componentes de la
matriz extracelular en la tunica intima y la neoangiogénesis. El alargamiento
compensatorio de las arterias durante la evolucion de la placa produce cambios
importantes en la arquitectura de la pared vascular [302]. En estadios
avanzados, cuando el crecimiento de la placa aterosclerdtica supera la ectasia

compensatoria, la lesidn produce estenosis arterial, pudiéndose producir
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ruptura y trombosis. Cada una de estas fases cruciales en la evolucion de la
placa implica modificaciones de la matriz extracelular, un proceso regulado
tanto a nivel de la sintesis como de la degradacion de los componentes de la
matriz [259]. El paradigma actual mantiene que la hiperplasia intimal representa
una respuesta de la pared arterial a la lesion y representa un mecanismo de
reparacion mas que una via de destruccion tisular [303, 304]. Se piensa que
mediante las sefales adecuadas, las células de musculo liso de la media
cambian su funcién de contractil a secretora, se hacen méviles y migran a la
capa subendotelial donde comienzan a proliferar y secretan componentes de la
matriz extracelular [305]. Como parte de este proceso, tanto la membrana basal
que generalmente rodea a las células en la media y la matriz intersticial se
reorganizan. Segun esto, se ha especulado que la matriz extracelular tiene
importantes funciones en la modulacién de diferentes aspectos de la conducta
de las células de musculo liso [306]. Las MMP parecen jugar un papel critico ya
que se requieren para la ruptura de la membrana basal que permite la

migracion tisular [307].

Ademas, existe una correlacidon positiva entre la presentacion de arteritis
temporal y los aneurismas de aorta, o que sugiere una patogenia comun [308].
En los aneurismas de aorta abdominal se ha observado la existencia de
inflamacion cronica en la capa mas externa de la aorta [309], lo que sugiere que
las células inmunes e inflamatorias participan en la destruccién del tejido
conectivo asociado con la degeneracion aneurismatica. Debido a que los
aneurismas aorticos se caracterizan por una marcada destruccion y pérdida
funcional de la elastina en la media adrtica, la mayoria de los investigadores se
han centrado en el estudio de las enzimas que degradan la elastina a la hora de
tratar de elucidar los mecanismos patogénicos de los aneurismas. Algunos
datos apoyan que las elastasas séricas estan implicadas en su fisiopatologia

[295, 310], asi como las metaloproteinasas, especialmente la MMP-9 [261].
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En nuestro estudio, la expresion de MMP-2 en las arterias temporales
con ACG se relacion6 de forma inversa con la existencia de infiltrado
inflamatorio limitado a la adventicia, esto podria apuntar a que es necesaria la
existencia de infiltrado inflamatorio en la media y/o la intima para producir esta
MMP. Asimismo, es posible que la activacion de las células del musculo liso
para que produzcan MMP-2 requiera la mediacion de algun producto de

secrecion de estas células inflamatorias de la media y la intima.

Parece existir una cierta inclinacion hacia que la MMP-2 se relacione con
la presencia de células gigantes en las arterias con ACG, aunque esta relaciéon
no resultara significativa. Asimismo, se observo tendencia a su relacion con la
hiperplasia intimal, la degeneracién de la ldmina elastica y la disminucion de la
luz, aunque tampoco resultaran significativas dichas relaciones. Es relevante
sefalar que no existe ningun caso sin hiperplasia intimal en el que se exprese
MMP-2, por lo que consideramos que la presencia de esta MMP-2 podria estar
asociada a la hiperplasia intimal. Cabe destacar que el porcentaje de arterias
positivas para ACG con hiperplasia intimal que expresaban MMP-2 era el doble
que el de las arterias negativas para ACG con hiperplasia intimal y una relacion
similar resulté en los casos de degeneracion de la lamina elastica interna. Estos
porcentajes apuntan a que la expresion de MMP-2 se asocia mas con el
resultado de la biopsia que con el hecho aislado de la hiperplasia intimal o de la
degeneracion de la lamina elastica interna, aunque esto no se puede acabar de
demostrar por factores como el hecho de que todas las arterias con ACG

presentaban hiperplasia intimal.

Cuando se estudio la posible relacién entre la expresion de esta MMP-2
a nivel de la biopsia arterial y las diferentes variables clinico-epidemioldgicas de
los pacientes se observd una relacién inversa con la presencia de fiebre.
Desconocemos el significado de este hallazgo, pero nos atrevemos a especular

que puede estar en relacion con que muchos de los pacientes que no fueron
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diagnosticados de ACG presentaban enfermedades infecciosas y neoplasias
que tipicamente se asocian con fiebre. Esta circunstancia, junto con el hecho
de que la MMP-2 se asociaba con la existencia de alteraciones histolégicas de
ACG (aunque la asociacion no resultara significativa estadisticamente) puede
explicar esta relacion. En cualquier caso, cabe remarcar que la asociacion

resulto tan solo marginalmente significativa.

Otro dato a destacar es la asociacién positiva encontrada entre la
hipercolesterolemia (OR = 3,1) y la expresion de MMP-2 en el limite de la
significacion estadistica. De forma caracteristica, la arteria temporal no
experimenta el desarrollo de ateromas [111]. Se requeririan estudios
adicionales para comprobar si la hipercolesterolemia puede tener una expresion

en la arteria temporal a nivel molecular en forma de activacion de esta MMP-2.

El analisis de regresidon logistica para estudiar la relacién entre el
resultado de la biopsia y la expresion de MMP-2, ajustando por posibles
variables confusoras de esta relacibn como la edad, el género, los dias de
evolucion de los sintomas hasta la biopsia, los dias de tratamiento
glucocorticoide antes de la biopsia y el afio de realizacion de ésta, permite
deducir que ninguna de estas variables afectd la falta de relacién entre la MMP-

2 y el resultado de la biopsia, hecho observado en los analisis previos.

Respecto a la MMP-9 los resultados obtenidos fueron bastante
diferentes. La expresion de MMP-9 en la arteria temporal se asocié de forma
altamente significativa con la hiperplasia intimal, la degeneracion de la lamina
elastica interna y la disminucidn de la luz. De esto podemos deducir que esta
MMP parece jugar un papel muy importante en el desarrollo de todas estas
alteraciones patoldgicas caracteristicas de la ACG, pero que también puede
desempenar un papel en los cambios asociados a la edad. Asimismo, la
presencia de MMP-9 en las arterias positivas para ACG tendia a relacionarse

con la existencia de células gigantes (OR = 3,28), aunque, probablemente
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debido a que se redujo el numero de biopsias incluidas al estudiarlo solamente
en aquellas positivas para ACG, esta asociacion no resulté estadisticamente
significativa. Cuando se llevé a cabo un analisis similar al aplicado en el caso
de la MMP-2 para comprobar si la asociacion entre la expresion de la
metaloproteinasa y la hiperplasia intimal o la degeneracion de la lamina elastica
interna dependia de si se trataba de biopsias positivas o negativas para ACG,
se observo una relacion similar. De esta forma se encontré que el porcentaje de
positivos a MMP-9 era aproximadamente el doble en las arterias positivas que
en las negativas, hecho que se mostrd tanto para la hiperplasia como para la
degeneracion de la lamina elastica. Los resultados no son concluyentes debido

a la falta de efectivos en algunas de las celdillas de las tablas de contingencia.

El estudio de la asociacién de la MMP-9 con las diferentes variables
clinico-epidemiolégicas de los pacientes, encontrd que tan soélo la
hipercolesterolemia y la hiperestesia craneal mostraban una asociaciéon
estadisticamente significativa con la expresion de MMP-9. Esto parece indicar
que esta MMP esta relacionada con signos craneales, su asociacion concreta
con la hiperestesia craneal podria ser secundaria al dolor isquémico producido
por la disminucion de la luz vascular. Respecto a la hipercolesterolemia,
desconocemos el significado de esta asociacién, aunque podria indicar un
vinculo comun entre la ACG vy la aterosclerosis, de forma que en la arteria
temporal, que caracteristicamente no esta sometida al desarrollo de ateromas,
la expresion de esta MMP seria un mecanismo mediante el cual la
hipercolesterolemia originaria el remodelamiento arterial caracteristico de esta

arteria.

El andlisis de regresion logistica para estudiar la relacion entre el
resultado de la biopsia y la expresion de MMP-9, ajustando como en el caso de
la MMP-2 por posibles variables confusoras de esta relacion como la edad, el

género, los dias de evolucion de los sintomas hasta la biopsia, los dias de
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tratamiento glucocorticoide antes de la biopsia y el afio de realizacién de ésta,
permite deducir que ninguna de estas variables afectd la existencia de
asociacion entre la MMP-9 y el resultado de la biopsia, hecho observado en los

analisis previos.

Por otra parte, las concentraciones tisulares del factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF) también se ha relacionado con el grado de
estenosis de la luz vascular y la produccion tisular de PDGF también se ha
asociado con los sintomas isquémicos [50]. En estudios experimentales
animales se ha demostrado que la migraciéon de las células de musculo liso de
la media que dan lugar a la hiperplasia intimal es estimulada por el PDGF y el
factor de crecimiento de los fibroblastos (BFGF) que ejercen este efecto
estimulador de la migracion, al menos en parte, a través de la mediacion de la
MMP-2 y la MMP-9. Esto ayudaria a explicar nuestros resultados de la
asociacion entre estas MMP vy la hiperplasia intimal, asi como la de la MMP-9

con los sintomas craneales.

Sin duda, son necesarios mas estudios para aclarar nuestros resultados
y consideramos de especial interés la valoraciéon de la actividad gelatinolitica de

estas MMP en las arterias con vasculitis y las no inflamadas.

4, Caracteristicas histologicas y clinico-epidemioldgicas y resultado de

la biopsia

4.1. Caracteristicas histologicas y resultado de la biopsia

En las biopsias positivas para ACG existia con mas frecuencia
degeneracion de la lamina elastica interna, hiperplasia intimal y disminucién de
la luz que en aquellas biopsias sin arteritis, siendo la diferencia muy significativa
estadisticamente. Por el contrario, el porcentaje de calcificaciones no diferia

entre ambos tipos de biopsias.
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Se ha comprobado que la arteria temporal experimenta cambios
histolégicos con la edad consistentes en un engrosamiento intimal progresivo y
alteracion de la lamina elastica interna sin el desarrollo de ateromas [111],
aunque algunos investigadores han encontrado placas de ateroma en contadas
ocasiones [112]. La hiperplasia intimal progresiva comienza a partir de los 5
afnos y se acentua a partir de los 30 anos, edad a partir de la que también es
frecuente observar fragmentacion y reduplicacién de la lamina elastica interna,
de forma que una multitud de fibras elasticas delgadas se extienden
progresivamente hacia la intima [111, 112]. Debido a que la ACG afecta
raramente a personas menores de 50 afos, a la hora de interpretar
correctamente desde el punto de vista histolégico las biopsias de la arteria
temporal es necesrio tener en cuenta que las alteraciones caracteristicas de la
ACG se superponen sobre estos cambios producidos por la edad. Esta
reduplicacion de la lamina elastica interna y la proliferacion musculo-elastica de
la intima se piensa que representa un proceso normal del desarrollo arterial y
una respuesta de remodelamiento y reparativa de la pared arterial a diferentes
estimulos estresantes como la compresion, el frio y alteraciéon del flujo

sanguineo.

Todos nuestros pacientes eran mayores de 50 afios y se encontro que la
gran mayoria de ellos presentaba hiperplasia intimal en su arteria temporal,
aunque fue mas frecuente en los pacientes con ACG que sin ella. La
degeneracion de la lamina elastica interna también resultdé mas frecuente en
estos pacientes, aunque se observo también en la gran mayoria de los
pacientes sin ACG. Por otra parte, la disminucion de la luz resulté infrecuente
en los pacientes sin ACG, como ha sido descrito previamente en la literatura
[112]. En cuanto a las calcificaciones, siempre a nivel de la uniéon de la media
con la intima, resultaron igual de frecuentes en arterias con ACG que en

aquellas sin arteritis, encontrandose en algo mas de un tercio de los pacientes,
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mientras que otros investigadores las encontraron en aproximadamente una

quinta parte de los pacientes mayores de 50 anos [111].

4.2. Caracterisiticas clinico-epidemioldgicas y resultado de la biopsia

Cuando el médico tiene delante, por ejemplo, a un paciente con cefalea,
astenia u otro de los sintomas de presentacion de la arteritis temporal, debe ser
capaz de establecer el diagndstico de forma correcta y fiable, con el fin de
prevenir situaciones como la pérdida irreversible de visidon y de minimizar la
evaluacion y tratamiento inapropiados de los diagndsticos alternativos. Aunque
la cefalea es el motivo mas frecuente de sospecha clinica de arteritis temporal,
no hay un unico tipo de cefalea ni otra presentacién clinica que sean
especificas de la enfermedad, que esta por otro lado presente como
diagnostico diferencial en muchos de los complejos diagnosticos en los
individuos mas mayores. Por estos motivos es importante analizar el valor
diagndstico de los diversos signos y sintomas predictores de la probabilidad de
arteritis temporal en pacientes de los que existe sospecha clinica de

enfermedad.

El estudio de la relacion entre los signos y sintomas clinicos y el
resultado de la biopsia se ha abordado tanto desde el punto de vista
prospectivo [272, 311-313] como del retrospectivo [271, 281, 314-328]. Este
ultimo enfoque, que es el que se ha utilizado con mas frecuencia, coincide con

el nuestro.

Para entender los resultados del presente estudio, es necesario conocer
las caracteristicas de los enfermos en los que la biopsia fue positiva, y las de
aquellos cuyo resultado de la biopsia fue negativo. El mejor conocimiento de los
rasgos diferenciadores de estos dos grupos de enfermos puede contribuir a una

mejor utilizacion de la biopsia como elemento diagnostico de la arteritis de
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células gigantes. Para profundizar en el estudio de las diferencias entre los
enfermos con biopsia positiva y aquellos con biopsia negativa, se utilizaron una
serie de variables que se podrian clasificar en tres grupos: antecedentes
patolégicos y habitos toxicos, signos y sintomas locales, y por ultimo sintomas

generales.

Como se ha descrito [329], es de esperar que destaque una mayor
asociacion del resultado de la biopsia con los sintomas locales, que esta
asociacion sea algo menor en relacion a los sintomas generales, y todavia
menor o incluso inversa para los antecedentes patologicos. A la vista de
nuestros resultados, esto ha ocurrido también en el presente trabajo. Pero
antes de discutir nuestos resultados, es preciso tener muy en cuenta que las
manifestaciones clinicas de la arteritis temporal son una consecuencia directa
de enfermedad inflamatoria local (arteritica) y sistémica. En este tipo de
estudios, los médicos indican la biopsia de la arteria temporal cuando
consideran, por los signos y sintomas, que el paciente tiene una elevada
probabilidad de tener una biopsia positiva y por lo tanto esto ya justifica la
solicitud. Asi, es también relevante para la interpretacion de estos resultados
conocer qué enfermedades padecian los enfermos en los que la biopsia fue
negativa, lo cual nos ayudara a enteder las diferencias, o la ausencia de

diferencias, entre los dos grupos.

Cuando observamos lo ocurrido con respecto a los antecedentes y
habitos toxicos, lo primero que destaca es que no han sido utiles para
establecer diferencias entre los dos grupos, y lo segundo es que para la mayor
parte de estas variables las OR fueron inferiores a 1, lo que indica una
tendencia a encontrarlos con mas frecuencia en los pacientes con biopsia
negativa que en aquellos con biopsia positiva. Para estos resultados existen
varias explicaciones posibles. Una de ellas puede estar en el tipo de enfermos

que se atienden en el Hospital Universitari Vall d’Hebron, de una complejidad y
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gravedad cada vez mayores, mas pluripatolégicos y por tanto con una
aproximacion al diagnéstico y al tratamiento cada vez también mas complejas.
Por otro lado, la probabilidad de encontrar signos y sintomas parecidos a los
hallados en los enfermos con arteritis de células gigantes es alta, ya que son
comunes a muchas enfermedades crénicas que tienen su mayor prevalencia
precisamente en pacientes de edades avanzadas. Y este es el caso de
patologias como la diabetes mellitus, la hipertension arterial, la dislipemia y las

enfermedades cardiovasculares.

En relaciéon a los sintomas generales puede ocurrir algo similar a lo
comentado para los antecedentes. La elevada frecuencia de fiebre, astenia y
anorexia, pérdida de peso y anemia en enfermos mayores de las caracteristicas
antes descritas contribuye a disminuir la oportunidad de hallar también
diferencias para estas variables, aunque en todos estos casos el sentido de la
asociacion fue positivo, es decir, habia una mayor proporcion de enfermos con
estas caracteristicas en los que tuvieron biopsia positiva, lo cual era también de
esperar, ya que se ha especulado con que el perfil de citocinas presente en
esta enfermedad puede contribuir tanto a los signos y sintomas isquémicos
como a los de caracter sistémico como la astenia, la fiebre o la pérdida de peso
[138, 233]. Una velocidad de sedimentacién globular mayor de 50 mm a la
primera hora y la pérdida de peso fueron las unicas variables que resultaron
significativas en nuestro caso. El hallazgo de una VSG por encima de 50 mmm
estd muy descrito, habiéndose encontrado valores normales de VSG en
personas con ACG soélo en muy raras ocasiones [312, 313, 319, 320]. La
pérdida de peso estaba relacionada obviamente con la anorexia, que siendo
dos veces mas frecuente en los casos de biopsia positiva que en los negativos,
no alcanzo por poco la significacion estadistica. El dolor en cintura escapular o
pélvica, signo de polimialgia, fue igualmente frecuente en los positivos que en
los negativos. La explicacidn es que, por un lado, algunos de los enfermos

diagnosticados de arteritis de células gigantes tenian ademas polimialgia, y por
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otro, en el grupo de enfermos con biopsia negativa habia también un porcentaje
de enfermos que tenian polimialgia sin arteritis, lo que contribuye a diluir el

efecto y a dificultar el hallazgo de posibles diferencias.

En la literatura existe variedad de situaciones en las que resultan
significativas combinaciones diferentes de variables, y esto es debido
claramente al tipo de enfermos que se han incluido en los estudios y a las
diferentes costumbres y habilidades diagnésticas de los médicos que atienden
a estos enfermos y que deciden finalmente a quiénes solicitan la biopsia. Esto
hace que la comparabilidad entre los diferentes trabajos sea dificil, debido a

diferencias en el disefio y en la seleccion de los individuos en estudio.

Al analizar los signos y sintomas locales es cuando se encuentran las
asociaciones mas significativas entre estos y el resultado de la biopsia. Esto no
debe extrafiar, ya que se trata de signos y sintomas que forman parte del
complejo diagndstico de la artertitis de células gigantes y, por lo tanto deben ser
capaces de diferenciar entre aquellos que tienen la enfermedad y los que no la
tienen. Esto es asi en términos generales, pero todos los signos y sintomas que
hemos estudiado se han observado también en alguna proporcion en el grupo
de biopsia negativa. El engrosamiento de la arteria temporal y la disminucién de
su pulso han sido las variables con una OR mas elevada. El engrosamiento se
ha hallado casi 19 veces mas en enfermos cuya biopsia fue positiva que en
aquellos que resulté negativa; la disminucién del pulso fue mas de 11 veces
mas frecuente en el primer grupo que en el segundo. La claudicacién
mandibular, la hiperestesia craneal y la cefalea, por este orden, resultaron
también fuertes predictores del resultado de la biopsia. Estas diferencias entre
los dos grupos son explicables en gran parte por el efecto del sesgo de
verificacion, es decir, el hallazgo de estos signos o sintomas clinicos aumenta
mucho la decisiéon del médico de solicitar la biopsia, ya que conoce que la

probabilidad previa de que los enfermos portadores de dichos signos tengan

190



Discusién

también la biopsia positiva es muy elevada y, por lo tanto, el rendimiento
diagnostico de la misma sera muy alto. Ni el dolor a la palpacion de la arteria
(sintoma muy subjetivo) ni las alteraciones visuales (que van desde la
amaurosis y la diplopia hasta la pérdida de algun grado de visién y la visién

borrosa), mostraron asociacion con el resultado de la biopsia.

Los LR (likelihood ratio, razén de verosimilitud) son muy interesantes
para el clinico porque ayudan a tomar decisiones sobre qué signos o sintomas
estan mas asociados a la probabilidad de un resultado positivo de la biopsia. El
LR de resultado positivo (LR+) nos indica cuantas veces es mas probable un
resultado positivo (en este caso, biopsia positiva), en los que presentan el factor
que en los que no lo presentan. Asi, por ejemplo, en nuestro caso el LR+ para
el engrosamiento de la arteria es de 8, y esto significa que el engrosamiento fue
8 veces mas frecuente en los que tuvieron la biopsia positiva que en los que la
tuvieron negativa. Dicho de otro modo, fue 8 veces mas probable en un grupo
que en otro. Utilizando esta técnica, aparte del engrosamiento, otras variables
mostraron también gran utilidad para el clinico como la disminucion del pulso, la

claudicacion mandibular y la hiperestesia craneal.

En el otro lado esta el LR de resultado negativo (LR-), que nos indica en
qué grado la ausencia del signo o sintoma descarta un resultado positivo de la
biopsia. En este sentido destaco la VSG sobre todas las demas variables, con
un LR- de 0,11, lo cual quiere decir que una VSG por debajo de 50 mm en
nuestros pacientes descarta practicamente que la biopsia sea positiva. La
ausencia de cefalea, del engrosamiento de la temporal, un pulso normal, todos
ellos con un LR- por debajo de 0,5, son las otras situaciones clinicas que hacen
menos probable el diagndstico, indicando que su ausencia esta relacionada con

una probabilidad elevada de resultado negativo.

Hoy en dia, el ajuste multivariable constituye una herramienta de uso

imprescindible en el analisis estadistico y epidemiologico de cualquier base de
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datos en los que el efecto que se estudia se asuma multifactorial. Este es el
caso del estudio de las variables que pueden explicar o predecir si la biopsia
que se realiza va a ser positiva 0 negativa. La necesidad de aplicar un analisis
de regresion logistica multiple viene dada, por un lado, por la exigencia de
eliminar el efecto de una serie de variables de confusion, como la edad o el
género, el tiempo de evolucion de los sintomas, los dias de tratamiento con
glucocorticoides y el afio de realizacion de la biopsia. Por otro lado, el hecho de
que en el analisis bivariado algunas de las variables hayan resultado
significativamente asociadas con el resultado de la biopsia, hace conveniente
su inclusion en el modelo con el fin de conocer su efecto independiente sobre el
resultado que se busca y con el de estimar la capacidad predictiva que tiene el
modelo obtenido. En nuestro caso, esta capacidad predictiva ha sido elevada,
ya que el porcentaje de pacientes correctamente clasificados (aquellos en los
que el modelo, con las variables que se utilizaron, fue capaz de determinar
correctamente si correspondian a pacientes con biopsia positiva o con biopsia
negativa) alcanzé mas del 85 % de la serie. Si a esto se afade que la prueba
de bondad del ajuste del modelo dio también un resultado favorable, estamos
delante de una buena herramienta para entender lo que ocurre en nuestra base

de datos.

En este entorno es muy interesante destacar que las variables incluidas
como elementos de confusion no estaban asociadas significativamente con el
resultado de la biopsia. Se puede descartar entonces que la edad y el género,
en nuestro caso sean predictores del resultado de la biopsia, asi como el
retraso en el diagndstico y el uso de glucocorticoides previos a la realizacion de
la biopsia, variables que a priori podria pensarse que estan relacionadas con
dicho resultado tampoco han mostrado asociacion significativa. No debemos
asimismo olvidar que estas dos ultimas variables también podrian modificar el
grado con el que los signos y sintomas estan presentes en el momento del

diagndstico, lo cual hace una vez mas imprescindible su inclusion en el modelo
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para eliminar también su efecto sobre el resto de variables incluidas. El ano de
realizacion de la biopsia se incluyé porque pensamos que su efecto merecia
también controlarse. La explicacion la encontramos en que en estudios de este
tipo en los que se recogen datos de enfermos durante un periodo de tiempo de
afos pueden cambiar ciertos aspectos que pueden estar a su vez relacionados
con el resultado, como por ejemplo diferencias en la gravedad o complejidad de
los enfermos que acuden al hospital y cambios en los habitos de manejo
diagndstico y terapéutico de la enfermedad, que pueden hacer por ejemplo que
se soliciten biopsias ante signos o sintomas frente a los que anteriormente no
se solicitaban. Aunque la variable afno de realizacién probablemente no puede
explicar toda la variabilidad asociada al tiempo en el que el enfermo fue
atendido, hemos considerado que servia suficientemente al propésito de ajustar
indirectamente por los factores mencionados. Se descartaron variables como
la cefalea, la claudicacion mandibular y las alteraciones visuales por su
ausencia de relacion con el resultado de la biopsia, una vez realizado el ajuste
multivariable. Aunque la cefalea fue un fuerte predictor de resultado positivo en
el analisis bivariable, el caracter inespecifico de este sintoma en la arteritis de
células gigantes [330] probablemente ha contribuido a la pérdida de la
asociacion en el analisis multivariable. La hiperestesia craneal y la VSG
elevada obtuvieron ORs por encima de 3, aunque no consiguieron ser variables
predictoras significativas. De las variables clinicas quedo el engrosamiento de
la arteria como la mas predictora de todas, seguida de la disminucion del pulso

y de la pérdida de peso.

Este analisis demuestra que un numero limitado de variables clinicas
modifica sustancialmente la probabilidad de diagnosticar la enfermedad en
aquellos individuos en los que se sospecha. Con el uso de estas tres variables
el clinico puede decidir si se debe o no solicitar una biopsia de la arteria

temporal, con una gran probabilidad de acertar.
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1. El parvovirus B19 no parece jugar un papel importante en la
etiopatogenia de la arteritis de células gigantes, al menos en nuestra

poblacion.

2. Ni los virus herpes simple, ni el virus varicela-zoster, ni el de Epstein-
Barr, ni el citomegalovirus, ni el virus herpes humano tipo 6 parecen

estar implicados en la etiopatogenia de la arteritis de células gigantes.

3. La metaloproteinasa-2 se expresa con una frecuencia similar en las
biopsias positivas y negativas para arteritis de células gigantes, por lo
que probablemente no es relevante en el desarrollo de las alteraciones
histologicas caracteristicas de esta arteritis, aunque podria tener un

papel en el remodelamiento arterial que se produce con la edad.

4, La metaloproteinasa-9, en cambio, parece participar activamente en el
desarrollo de las lesiones histoldgicas caracteristicas de la arteritis de
células gigantes y también en el remodelamiento vascular relacionado

con la edad.

5. Tanto los macréfagos cercanos a la lamina elastica degenerada, como
las células gigantes multinucleadas y las células con apariencia de
musculo liso de la media y de la intima probablemente actuan de forma

activa en el remodelamiento vascular producido por estas enzimas.

6. La expresion de ambas metaloproteinasas, especialmente la 9, se asocia

con la presencia de hipercolesterolemia.

7. La presencia de fiebre se relaciona con una menor expresion de

metaloproteinasa-2.
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10.

La expresion de metaloproteinasa-9 se asocia con manifestaciones
clinicas de afectacidon de los vasos craneales, en concreto con la

hiperestesia craneal y el engrosamiento de la arteria temporal.

La degeneraciéon de la lamina elastica interna, la hiperplasia intimal y la
disminucién de la luz vascular son mas frecuentes en las arterias
temporales con arteritis de células gigantes que en las que tan sdélo

muestran alteraciones caracteristicas de la edad.

El engrosamiento y la disminucién del pulso de la arteria temporal y, en
menor grado, la pérdida de peso son capaces de predecir, con una
elevada probabilidad de acertar, un resultado positivo de la biopsia

temporal para arteritis de células gigantes.
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ENCUESTA DE ARTERITIS DE CELULAS GIGANTES
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| BIOPSIA DE ARTERIA TEMPORAL
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DIAGNOSTICO ALTERNATIVO

I.PAE.I. Oha vanddo. 3. AR

- iﬂgnﬁsti[:ﬂ: |:| L. Ohamhio, 3. % . Paareoplsoco.

B.0lime. TS0

= Sintomas gque conducen a la confusidn:

(A1
Cetlea |:| z.ra P 1l ok peso |:|

1,5
Hipe sz lacaeal |:| 2.Ma Maksr@rge i@l |:|

[ 11
C Endicacias mawdibEr I:‘ 2.ta Bseal
(A1
Aleraclones uk ks |:| .ta Ao s
1,5
Fkbrafabric @ 2.Ma Slvomar co ks titchn aks |:|
1,5
e 2.ta

LE
Z.Ma
g
2.Mo
sl
Z.Ma
LE
Z.Ma
L5
2.Ma

(A1
Slndrom e depres Lo |:| Z.Fa
L5

Dokor clhinraezcapatar I:I 2.Fa
[ 11

Dobor Gl ra pe luka |:| 2.Fa
(A1

saene [ =

L5
EkLEclon ok VSG |:| .M

* Motivos por los que se descarta la ACG:

1,5
Mo respaes B 3 corficoles I:' Z.Fa

sl

Hegatuldad blops @ arkral 2.ra
-]

Hoele@ckn de VEG z.ra

1,5

AHeackies im u-:ul:gba; 2. Mo
LTl

DiEg et 1 cplzrE z.ra

-]

Buohci cirica 2.Ma

L%

ortras Z.ta

= Comentarios:

235



