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ABREVIATURAS




ACPA: anticuerpos contra proteinas citrulinadas

ADN: acido desoxirribonucleico

ANA: anticuerpos antinucleares

ANCA: anticuerpos contra el citoplasma del neutrofilo
Anti-DNA: anticuerpos contra el acido desoxirribonucleico
Anti-ENA: anticuerpos extraibles del ndcleo

AR: artritis reumatoide

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

EMTC: enfermedad mixta del tejido conectivo

EPI: enfermedad pulmonar intersticial

ERAS: enfermedades reumaticas autoinmune sistémicas
ESC: esclerosis sistémica cutanea

ESCD: esclerosis sistémica cutanea difusa

ESCL: esclerosis sistémica cutédnea limitada

FR: factor reumatoide

HAP: hipertension arterial pulmonar

HGUGM: Hospital General Universitario Gregorio Marafion
hnRNP: heterogeneous nuclear RNP

LES: lupus eritematoso sistémico

NINE: neumonia intersticial no especifica

PCR: proteina C reactiva

PDM: polimiositis-dermatomiositis

RERAS: registro de enfermedades reuméticas autoinmunes sistémicas
RNP: ribonucleoproteina nuclear

SAF: sindrome antifosfolipido

snRNP: small nuclear RNP



s0-ERAS: sindrome de solapamiento ERAS
SSP: sindrome de Sjogren primario
TLR: receptores tipo Toll

VSG: velocidad de sedimentacion globular
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ABSTRACT
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Mixed connective tissue disease (MCTD) is a systemic autoimmune rheumatic
disease (SARD), first described by Sharp et al. in 1972. It is characterized by the
association of clinical manifestations of systemic lupus erythematosus (SLE),
cutaneous systemic sclerosis (SSc) and polymyositis-dermatomyositis (PDM), in the
presence of elevated titers of anti-U1-RNP antibodies. Main symptoms of the disease
are polyarthritis, hand edema, Raynaud's phenomenon, sclerodactyly, myositis and
esophageal hypomoitility.

Although widely discussed, most authors today accept MCTD as an
independent entity. Others, however, suggest that these patients may belong to
subgroups or early stages of certain definite connective diseases, such as SLE or SSc,
or are, in fact, SARD overlap syndromes.

In clinical practice, patients with clinical manifestations compatible with MCTD
may be identified in the absence of anti-U1-RNP antibodies. This, together with the fact
that this disease is the only one where detection of antibodies is a mandatory
classification criterion, motivates the realization of this study.

Hypothesis: There are patients with characteristic MCTD clinical manifestations in
which no anti-U1-RNP antibodies are detected in serum throughout their evolution.
Objectives: The main objective of this study was to determine if there are patients with
symptoms of MCTD without anti-U1-RNP antibodies throughout their evolution.
Secondary objectives were to analyze the differences between classical or seropositive
MCTD (clinical criteria with anti-U1-RNP antibodies) and seronegative MCTD (clinical
criteria without anti-U1-RNP antibodies); and between both types of MCTD and other
SARD, including overlap syndromes.

Patients and methods: This was a monocentric, prospective, observational study of

patients with SARD. The patients came from the SARD registry of the Hospital General

Universitario Gregorio Marafion between 1986 and 2012. Data, collected in a
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prospective and protocolized way, included demographic information, clinical
manifestations and comorbidities, cardiovascular risk factors, infections, neoplasms
and autoantibodies characteristic of SARD. Patients were classified as classical or
seropositive MCTD when they met Alarcon-Segovia or Kasukawa’s criteria. Patients
were considered to have a seronegative MCTD when they fulfilled these criteria but did
not present anti-U1-RNP antibodies throughout evolution. The registry is approved by
the Hospital Ethics Committee.

Results: Six hundred and ninety-two (692) patients were recruited, 608 women
(87.9%). Seventy-seven (10.1%) seropositive and 75 (10.8%) seronegative patients
were identified using Kasukawa’'s criteria. Alarcén-Segovia's criteria identified 62
(8.9%) seropositive and 54 (7.8%) seronegative. There were no significant differences
in age at onset, age at diagnosis or time of evolution (p> 0.05) between seropositive
and seronegative patients. Patients who were seropositive with Kasukawa’'s criteria
presented lymphadenopathy (p=0.038, OR 2.275, Cl 95% 1.105-0.681), malar rash
(p=0.001, OR 4.653, Cl 95% 1.928-11.231), leukopenia (p<0.01; OR 4.824, IC 95%
2.348-9.909), Raynaud's phenomenon (p=0.046, OR not calculable), muscle weakness
(p<0.042, OR 2.125, 95% CI 1.083-4.171) and elevated muscle enzymes (p<0.049, OR
2.057, 95% CI, 1.056-4.008) with increased frequency than the seronegative group.
With Alarcon-Segovia’s criteria, patients who developed myositis were more frequent
in the seropositive group (p = 0.007, OR 3.25, 95% Cl, 1.44-7.32).

When compared to patients without MCTD, seropositive patients according to
Kasukawa’'s and Alarcén-Segovia’s criteria presented SSc, diffuse SSc, PDM, arthritis,
puffy hands, sclerodactyly, telangiectasia, Raynaud's phenomenon, esophageal
hypomaotility, pulmonary manifestations, muscular manifestations (myalgias, muscle
weakness, increase of muscle enzymes), lymphadenopathy and rheumatoid factor

(p<0.001). As expected, this group presents a significant increase in the frequency of
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anti-U1-RNP antibodies. Up to 20% of patients without MCTD had anti-U1-RNP
antibodies.

Regarding patients without MCTD, patients with seronegative MCTD presented
a significant increase of SSc, diffuse SSc, overlap syndrome, puffy hands, microstomia,
sclerodactyly, telangiectasia, calcinosis, digital ulcers, Raynaud's phenomenon,
esophageal hypomotility, pulmonary manifestations (pulmonary fibrosis), myocarditis,
arrhythmias, muscle manifestations, ANA with nucleolar pattern and anti-
topoisomerase-1 / Scl70 antibodies (p<0.001). Patients without MCTD showed a
greater association with SLE characteristics (malar rash and anti-DNA antibodies)
(p<0.001).

In a final phase of the study, several binary logistic regression models were
fitted to predict or explain the presence of the anti-U1-RNP antibody from a set of
predictor variables whose importance was assessed sequentially by blocks. The
probability of presenting anti-U1-RNP antibodies in MCTD, SLE and total group was
increased in the presence of SLE manifestations (arthritis, leucopenia and anti-Sm
antibodies), SSc manifestations (Raynaud's phenomenon and sclerodactyly) and
rheumatoid factor (OR<1). Probability of presenting anti-U1-RNP decreased with other
SSc manifestations (digital ulcers, pulmonary fibrosis, ANA nucleolar pattern), overlap
syndromes and in female patients (OR>1).

Conclusions: There are patients with MTCD characteristic clinical manifestations that
do not present detectable anti-U1-RNP antibodies in serum throughout their evolution;

these patients have similar characteristics to classical MCTD.
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La enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC) es una enfermedad
reumatica autoinmune sistémica (ERAS) caracterizada por la asociacion de
manifestaciones clinicas de lupus eritematoso sistémico (LES), esclerosis sistémica
cutanea (ESC) y polimiositis-dermatomiositis (PDM), en presencia de titulos elevados
de anticuerpos anti-U1-RNP en el suero de los pacientes. Sus principales sintomas
son la poliartritis, el edema de manos, el fendmeno de Raynaud, la esclerodactilia, la
miositis y la hipomotilidad esofagica.

A pesar de que ha sido ampliamente discutido, actualmente la mayoria de
autores acepta a la EMTC como una entidad independiente. Algunos sugieren que
estos pacientes podrian pertenecer a subgrupos o etapas tempranas de ERAS
definidas, como LES o ESC, o ser, en realidad, sindromes de solapamiento de las
ERAS (so-ERAS).

Justificacion: En la préactica clinica diaria se pueden identificar pacientes con
manifestaciones clinicas compatibles con EMTC en ausencia de anticuerpos anti-U1-
RNP. Esto, junto al hecho de que esta enfermedad es la Unica con deteccion de
anticuerpos como criterio obligatorio para su clasificacion, motiva la realizacion del
estudio.

Hipdtesis: Existen pacientes con manifestaciones clinicas caracteristicas de EMTC en
los que no se detectan anticuerpos anti-U1-RNP en suero a lo largo de su evolucion.
Objetivos: El objetivo principal es demostrar que existen pacientes con caracteristicas
clinicas de EMTC persistentemente anti-U1-RNP negativos a lo largo de su evolucion.
Los objetivos secundarios son analizar si existen diferencias entre la EMTC clasica o
seropositiva (criterios clinicos con anti-U1-RNP positivo) y la EMTC seronegativa
(criterios clinicos sin anti-U1-RNP); y entre ambos tipos de EMTC y otras ERAS,

incluyendo so-ERAS
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Disefio: Estudio observacional prospectivo, en un solo centro, de pacientes con ERAS
no seleccionados por diagnostico.

Pacientes y métodos: Los pacientes del estudio proceden del registro de ERAS del

Hospital General Universitario Gregorio Marafién, entre los afios 1986 y 2012. Entre
los datos recolectados de forma prospectiva y protocolizada se incluia informacién
demogréafica, manifestaciones clinicas y comorbilidades, factores de riesgo
cardiovascular, infecciones, neoplasias y autoanticuerpos caracteristicos de ERAS. Se
clasificé a los pacientes como EMTC clasica o seropositiva cuando cumplian los
criterios de Alarcén-Segovia o los de Kasukawa. Se consideré que el paciente tenia
una EMTC seronegativa cuando cumplia dicho criterios pero no presentaba
anticuerpos anti-U1-RNP a lo largo de su evolucion. El registro cuenta con la
aprobacion del Comité de Etica hospitalario.

Resultados: Se reclutaron 692 pacientes, 608 mujeres (87,9%). Se identificaron 70
(10,1%) pacientes seropositivos y 75 seronegativos (10,8%) con criterios de Kasukawa
y 62 pacientes seropositivos (8,9%) y 54 seronegativos (7,8%) con criterios de
Alarcon-Segovia. No se observaron diferencias significativas en la edad al inicio de la
enfermedad, edad al diagnéstico o tiempo de evolucion (p>0,05) entre seropositivos y
seronegativos. Los pacientes seropositivos con criterios de Kasukawa presentaron con
mayor frecuencia adenopatias (p=0,038; OR 2,275, IC 95% 1,105-,681), eritema malar
(p=0,001; OR 4,653, IC 95% 1,928-11,231), leucopenia (p<0,01; OR 4,824, IC 95%
2,348-9,909), fenbmeno de Raynaud (p=0,046; OR no calculable), debilidad muscular
(p<0,042;,0R 2,125, IC 95% 1,083-4,171) y aumento de enzimas musculares
(p<0,049;0R 2,057, IC 95% 1,056-4,008). Con los criterios de Alarcon-Segovia los
pacientes que desarrollaron miositis fueron mas frecuentes en el grupo seropositivo

(p=0,007; OR 3,25, IC 95% 1,44-7,32).
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Con respecto a los pacientes sin EMTC, los pacientes con EMTC seropositiva
segun los criterios de Kasukawa o los de Alarcon-Segovia presentaron un aumento
significativo de ESC, ESC difusa, PDM, artritis, manos edematosas, esclerodactilia,
telangiectasias, fendbmeno de Raynaud, hipomotilidad esofagica, manifestaciones
pulmonares, manifestaciones musculares (mialgias, debilidad muscular, aumento de
enzimas musculares), adenopatias y factor reumatoide (p<0,001). Légicamente, este
grupo presenta un aumento significativo de la frecuencia de anticuerpos anti-U1-RNP.
Hasta un 20% de los pacientes sin EMTC tenia anticuerpos anti-U1-RNP.

Con respecto a los pacientes sin EMTC, los pacientes con EMTC seronegativa
presentaban un aumento significativo de ESC, ESC difusa, so-ERAS, manos
edematosas, microstomia, esclerodactilia, telangiectasias, calcinosis, Ulceras digitales,
fendmeno de Raynaud, hipomotilidad esofagica, manifestaciones pulmonares (fibrosis
pulmonar), miocarditis, arritmias, manifestaciones musculares, ANA con patron
nucleolar y anticuerpos anti-topoisomerasa-1/Scl70 (p<0,001). El grupo de pacientes
sin EMTC presenté mayor asociacion a caracteristicas de LES (eritema malar vy
anticuerpos anti-DNA) (p<0,001).

En una Ultima fase del estudio se ajustaron varios modelos de regresion
logistica binaria para predecir o explicar la presencia del anticuerpo anti-U1-RNP a
partir de un conjunto de variables predictoras cuya importancia se valord
secuencialmente por bloques. La probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP
tanto en EMTC, LES y grupo total se vio aumentada en presencia de manifestaciones
de LES (artritis, leucopenia y anticuerpos anti-Sm) y manifestaciones de ESC
(fendbmeno de Raynaud y esclerodactilia) y factor reumatoide (OR<1). Disminuia la
probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP con otras manifestaciones de ESC
(Ulceras digitales, fibrosis pulmonar, ANA patron nucleolar), so-ERAS y en pacientes

de sexo femenino (OR>1).
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Conclusiones: Existen pacientes con manifestaciones clinicas caracteristicas de

EMTC que no presentan anticuerpos anti-U1-RNP detectables en el suero a lo largo
de su evolucion y estos pacientes tienen caracteristicas semejantes a la EMTC

clasica.
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Las enfermedades reumaticas autoinmunes sistémicas (ERAS) constituyen un
grupo homogéneo desde el punto de vista patogénico pero la expresion clinica de
cada una de ellas es muy heterogénea. Se caracterizan por el desarrollo de una
respuesta inmune persistente e intensa que se manifiesta con la produccién de
autoanticuerpos y células T autorreactivas dirigidos contra estructuras celulares

propias.

Las ERAS tienen unas vias patogénicas comunes. En general, se acepta que
uno o varios factores ambientales desencadenan una respuesta inflamatoria aguda vy,
en individuos genéticamente predispuestos, se desarrolla una inflamacién crénica
autoinmune. Las agresiones externas como las infecciones, las temperaturas
extremas, las radiaciones, los traumatismos, productos quimicos, farmacos o venenos;
al igual que las internas, sean mutaciones o anomalias congénitas, desencadenan la
respuesta del organismo denominada “respuesta tisular” (1). Esta respuesta esta
controlada por genes y libera los mediadores bioquimicos que ocasionan la
inflamacién aguda o respuesta inmediata frente a la agresion, con el consiguiente

dafio tisular.

La respuesta inflamatoria continla hasta eliminar la noxa y reparar el dafio.
Con frecuencia, las células no se multiplican y se produce curaciéon con reparacion, se
forma una cicatriz y el tejido afectado pierde su funcion especializada. En ocasiones el
agente agresor persiste y se produce inflamaciéon crénica, que puede llevar a la
curacion con reparacion pero, si fracasa, permite el desarrollo de la enfermedad. En
estos casos, al persistir la agresion, la respuesta aguda mediada por citocinas
antiinflamatorias se perpetda y se produce la liberacion de citocinas proinflamatorias
(figura 1).
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Respuesta tisular | Enfermedad Inflamacién

< Agresiones >

ORIGEN EXTERNO ORIGEN INTERNO
Bacterias, Virus Frio, Calor Acidos, Alcalis Mutaciones
Hongos, Parasitos  Radiacion, Traumatismo Téxicos, Venenos Anomalias congénitas

cronica

Respuesta Curacién

Mediadores
bioquimicos

Inflamacion Dano

aguda tisular

Figura 1. Etiopatogenia de las ERAS

Las células de respuesta rapida propias de la inmunidad innata aumentan la
produccion de IL-6 y el infiltrado inflamatorio agudo es sustituido por linfocitos T y B,
las células de respuesta lenta propias de la inmunidad adquirida, con lo que se
transforma en un infiltrado inflamatorio cronico. La consecuencia es el cambio del
predominio de citocinas proinflamatorias agudas (IL-8, IL-16, G-CSF) a citocinas

proinflamatorias crénicas (TNF-alfa, IFN-gamma, IL-1, IL-6, IL-17 y otras citocinas).

En definitiva, desde un punto de vista patogénico, las ERAS se caracterizan
como grupo por presentar predisposicion genética, autoanticuerpos caracteristicos y
patrones clinicos definidos. En los uUltimos afios se han descrito numerosos genes

asociados con las ERAS, sus anticuerpos o sus manifestaciones clinicas (figura 2).
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1- AR HLA-DRE1 [DR4 y DR1), MIF, INFa [IRFS, STAT4, TNFAIP3), transduccién
=2 | linfocitosT y B (PTPN22, BLK], RBPI, TRAF1 CSv, CD2, CDS8, REL,

FCGRSA, PXK, AF3, CD28, CCR6, PRDM1, CCL21, IL2RE, ILZRA, TAGAP,

KIESA, IL-2, IL21, TNERSEL4, TRAES, CDAS, CTLAA, CD40, IL-65T, PRKCQ

2- LES 4 HLA-DRB1 (DR3 y DR2), manosaBL, integrinaAM, FoyR, INFa (IRFS,
STATA, TREX1, TNEAIPS, TNIPL), transduccidn linfocitos Ty B (PTPN22,
PDCD, IL-10, TNFSF4, BLK, BANKI, LYN. ETS1), HLA-B2

3- ESC ——
= |HLA-DRBL, gen fibrilarina 1, INFa (STAT4) |
4. pN| —— | HLA-DRB1 (DR3) | Predisposicion

6- SSTC e3> | Rupus: HLA-DR1 y DR2; PM-ESC: HLA-DR3 |
7- EIT{:_—.—I* desconocido
8- SAF —-—'-"'""; ACG: HLA-DRB1 (DR4),

transduccidn linfocitosBy T

9. 55__._._._-—-} | HLA-DRB1 (DR3 y DRS), IRF5 | | (pTPN22, NLRP1), ICAM-1

; Enfermedad de Takayasu: HLA-Bw52, HLA-B39.2;
10- VAS Enfermedad de Behget: HLA-B51, HLA-A26, genes TNF, genes hsp

Colaboracién FJ Lopez-Longo

AR: artritis reumatoide, LES: lupus eritematoso sistémico, ESC: esclerosis sistémica cutanea,
PM: polimiositis, EMTC: enfermedad mixta del tejido conectivo, SSTC: sindrome de
solapamiento del tejido conjuntivo, EITC: enfermedad indiferenciada del tejido conectivo, SAF:
sindrome antifosfolipido, SS: sindrome de Sjogren, y VAS: vasculitis sistémicas.

Figura 2. Genes asociados con el desarrollo de las ERAS
Las ERAS presentan perfiles caracteristicos de autoanticuerpos y algunos
definen subgrupos clinicos. Se han descrito anticuerpos dirigidos contra antigenos

localizados en el interior del nucleo celular, en la membrana nuclear, en el citoplasma,

en la membrana celular y en el medio extracelular (figura 3).
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ADN: acido deoxiribonucleico, RNP: ribonucleoproteina, ANCA. Anticuerpos contra citoplasma de
neutrofilo humano, PM-Scl: solapamiento polimiositis/esclerodermia, AR: artritis reumatoide, LES: lupus
eritematoso sistémico, ESC: esclerosis sistémica cutanea, PM: polimiositis, EMTC: enfermedad mixta del

tejido conectivo, SSTC: sindrome de solapamiento del

tejido conjuntivo, EITC:

enfermedad

indiferenciada del tejido conectivo, SAF: sindrome antifosfolipido, SS: sindrome de Sjogren, y VAS:

vasculitis sistémicas.

Figura 3. Autoanticuerpos caracteristicos de las ERAS
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El reconocimiento de autoanticuerpos asociados a dichas enfermedades les ha
conferido un valor diagnostico en el caso de los anticuerpos anti-ADN (&cido
desoxirribonucleico) y anti-Sm en el lupus eritematoso sistémico (LES), anti-Ro/SS-A 'y
anti-La/SS-B en el sindrome de Sjogren (SS), antitopoisomerasa 1/Scl-70 y
anticentrémero en la esclerosis sistémica cutanea (ESC), anticuerpos especificos de
miositis en las polimiositis-dermatomiositis (PDM), factor reumatoide (FR) vy
anticuerpos contra proteinas citrulinadas (ACPA) en la artritis reumatoide (AR) o ANCA
en vasculitis necrotizantes sistémicas. Aun asi, en todas estas enfermedades se
acepta que un porcentaje variable de los pacientes no presenta dichos anticuerpos a lo

largo de su evolucién.

Las manifestaciones clinicas de las ERAS se mueven en un espectro muy
amplio pudiendo afectar tanto al sistema musculo-esquelético como a GOrganos
internos. En general, cursan con alteraciones cutdneas, musculares, articulares y
oculares, asociando en mayor o menor grado manifestaciones de érganos internos,
especialmente cardiopulmonares, renales y neurolégicas. El fenébmeno de Raynaud, la
poliartritis, la enfermedad pulmonar intersticial (EPI), la pleuritis, la pericarditis, la
vasculitis, la miositis y el sindrome seco son manifestaciones habituales en las ERAS y
su aparicion es comun a las distintas enfermedades. Su etiologia es desconocida y
multifactorial, interviniendo factores ambientales, genéticos y hormonales, entre otros.
Con frecuencia, la evolucion de las ERAS es lenta y progresiva (2,3). Cada ERAS
tiene un patron clinico definido pero el espectro de manifestaciones es muy
heterogéneo. A estas manifestaciones de la enfermedad hay que afadir la

comorbilidad y los efectos adversos de los tratamientos utilizados (figura 4).
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Figura 4. Heterogeneidad clinica de las ERAS

Colaboracion FJ Lépez-Longo

Ademads, las ERAS tienen una patocronia comun. Como han sugerido Bourn y

James (4) en el caso del LES, pueden diferenciarse pacientes con ERAS posible

(factores de riesgo genéticos y/o ambientales), ERAS preclinica (alteracion de la

regulacion inmunolégica y autoinmunidad preclinica), ERAS incompleta (ERAS-i)

(autoinmunidad sin cumplir criterios de clasificacion) y ERAS completa (autoinmunidad

y criterios de clasificacion). Este modelo se puede aplicar a todas las ERAS, tanto en

su patogenia como en su expresion clinica (figura 5).
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Figura 5. Patocronia de las ERAS

ENFERMEDAD MIXTA DEL TEJIDO CONECTIVO

La EMTC fue descrita por primera vez por Sharp et al. en el afio 1972 (5,6). Es
una entidad clinica caracterizada por una combinacion de sintomas y signos de LES,
ESC y PM, con anticuerpos dirigidos contra el U1-RNP. Posteriormente se comprobo
gue estos pacientes pueden presentar ademas manifestaciones propias de la AR (7).
Segun las primeras descripciones de la enfermedad, los pacientes con EMTC se
caracterizaban por tener una excelente respuesta al tratamiento con corticoides y un

prondstico favorable (5,8).

Epidemiologia
La EMTC es una enfermedad rara. En los Ultimos afios, nuevos estudios

poblacionales comienzan a esclarecer la incidencia y prevalencia de la EMTC.
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Ungprasert et al. (9) estudiaron la poblacion de Olmsted County, Minnesota, entre los
afios 1985 y 2014 identificando 50 casos incidentes con una edad media de aparicion
de 48,1 afios, 84% de los casos se dieron en mujeres. La tasa anual de incidencia en

esta serie americana fue de 1,9 por 100000 individuos.

Estudios poblacionales llevados a cabo en Noruega por Gunnarsson et al. (10)
describen un ratio mujer/varén de 3,3 y una edad media de inicio de la enfermedad
mas baja, de 37,9 afos. La prevalencia en dicho pais en el afio 2008 se situ6 en 3,8
casos cada 100000 habitantes con una incidencia anual de 2,1 casos cada millon de

habitantes. No se conoce actualmente en Espafia su prevalencia e incidencia local.

Etiopatogenia
La etiologia de la EMTC es desconocida y el desarrollo de la enfermedad se
debe, probablemente, a la interaccidon entre factores genéticos y ambientales

(figura 6).
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Figura 6. Modelo etiopatogénico de la EMTC

Los genes del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) tienen un papel

importante en la presentacion de los antigenos al sistema inmunolégico. Clasicamente,

se ha relacionado al genotipo HLA-DR4 y HLA-DRw53 con la EMTC y anticuerpos

anti-U1-70kD (11), pero estudio mas recientes sugieren una asociacion fuerte al HLA-

DRB1*04:01 y B*08 (12,13). Por tanto, la EMTC es genéticamente diferente del LES,

cuya predisposicion se encuentra asociada al HLA-DR2 y HLA-DR3, HLA-DRB1, HLA-

DRB1*0301 y HLA-DRB1*1501 (14); la ESC, asociada al HLA-DR5/11, HLA-DR3 y

DR2 o HLA-DQA1*0501 (15); o la PM, asociada al HLA-DR3, HLA-B*0801 y

DRB1*0301 (16). Este genotipo diferente afianza la nocién de la EMTC como una

entidad diferente dentro de las ERAS.
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Manifestaciones clinicas
Entre las manifestaciones clinicas mas frecuentes se encuentran:

- Fenbmeno de Raynaud: Se caracteriza por episodios vasoespasticos
reversibles, que se manifiestan tipicamente con palidez, cianosis y posterior
hiperemia por reperfusion (17) en los dedos de las manos y los pies. Es
el sintoma inicial en hasta un 50% de pacientes (9) y puede preceder al resto
de las manifestaciones clinicas en meses o afios.

La capilaroscopia permite la visualizacion de la microcirculacion en el
lecho ungueal y es util para diferenciar el fenbmeno de Raynaud primario del
secundario (18). La aparicion de capilares ensanchados o de morfologia
distorsionada sugiere una patologia subyacente establecida o incipiente (19).
Hasta un 31,4% de los pacientes con EMTC presenta en el momento del
diagnostico el patrén tipico de la ESC, la presencia de megacapilares y
microhemorragias (patron temprano) o un aumento de estas caracteristicas
asociado a pérdida de capilares (patrén activo) o neoangiogénesis, fibrosis y
'desertificacion’ (patron tardio) (20). Durante la evolucién de la enfermedad, se
observa una progresion leve de las alteraciones (21).

- Artralgias/artritis: Se asocian habitualmente con rigidez matutina y suelen ser
simétricas y poliarticulares. Afectan de forma preferente a las articulaciones
metacarpofalangicas e interfalangicas proximales de las manos y los pies. En
la mayoria de los casos no es una artritis deformante pero hasta un 30-35% de
los pacientes presentan una artritis erosiva similar a la AR (21).

- Manos edematosas o “hinchadas”: La piel aparece engrosada por el
deposito de colageno y edema de forma similar a la que se observa en fases

edematosas de la ESC. Es un sintoma inicial en un 16% de pacientes (9).
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Manifestaciones pulmonares: Las mas frecuentes son la enfermedad
pulmonar intersticial (EPI) y la hipertension arterial pulmonar (HAP). La EPI se
concentra habitualmente en las bases pulmonares y las zonas periféricas (22).
Los hallazgos méas frecuentes en la tomografia axial computarizada de alta
resolucion (TACAR) son opacidades reticulares intralobulillares, imagenes de
vidrio deslustrado y opacidades lineales compatibles con una neumonia
intersticial no especifica (NINE) (23,24). Entre un 14% y un 60% de los
pacientes con EMTC presentan HAP (24,25), con hipertrofia medial,
proliferacion de la intima y lesiones plexiformes similares a las encontradas en
la HAP secundaria a ESC (26). Debe sospecharse HAP en caso de disnea de
esfuerzo, reforzamiento del componente pulmonar del segundo ruido cardiaco
a la auscultacion, dilatacion de la arteria pulmonar en la radiografia de torax,
hipertrofia ventricular derecha en el electrocardiograma o aumento del
ventriculo derecho en el ecocardiograma. El diagnéstico definitivo requiere un
cateterismo cardiaco que demuestre una presion media de la arteria pulmonar
en reposo mayor de 25 mm Hg (27). La HAP es una de las principales causas
de muerte en la EMTC (28). Otras manifestaciones pulmonares son el
tromboembolismo pulmonar, la hemorragia alveolar, disfuncién diafragmatica y
vasculitis (29).

Hipomotilidad esofagica: ElI sintoma mas comin es la disfagia por
enfermedad secundaria a reflujo gastroesoféagico y aparece en pacientes con
manifestaciones clinicas relacionados con la ESC. Se observa una disfuncion
de los esfinteres esofagicos superior e inferior, con disminucién de la presion y
de la amplitud del peristaltismo en los dos tercios distales del es6fago (30).

También se han descrito, aunque de forma menos frecuente, vasculitis
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mesentérica, perforacion de colon, enteropatia perdedora de proteinas,

pancreatitis aguda, hemoperitoneo, diarrea y hepatitis crénica (31).

Otras manifestaciones clinicas en la EMTC son esclerodactilia, miositis de
predominio proximal, serositis, afeccién cardiaca y del sistema nervioso central o
periférico (neuropatia del trigémino, cefaleas, hipoacusia neurosensorial) (21,32). Las

manifestaciones renales son poco frecuentes en el contexto de la enfermedad (21,33).

Szodoray et al., en una de las mayores series de pacientes publicadas, con 201
casos de EMTC, han descrito distintos fenotipos de enfermedad con diferencias en su
prondostico (28). Describen 3 grupos o clusters:

1. Manifestaciones vasculares. Mayor incidencia de HAP, fenémeno de
Raynaud, livedo reticularis y trombosis, con anticuerpos anti-células
endoteliales y antifosfolipidos.

2. Manifestaciones de ESC y PDM. Mayor frecuencia de EPI, dismotilidad
esofagica y miositis, con depdsito de inmunocomplejos.

3. Manifestaciones articulares. Artritis erosiva y ACPA positivo similar a lo

encontrado en la AR.

Pruebas de laboratorio

En la EMTC es frecuente encontrar anemia inflamatoria crénica de bajo grado o
leucopenia, a veces trombocitopenia y anemia hemolitica (34). Serolégicamente, el
primer indicio para el diagndstico de la enfermedad es la presencia de anticuerpos

antinucleares (ANA) positivos de patron moteado, a titulos altos (3).
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La presencia de concentraciones elevadas de anticuerpos contra UlsnRNP
(small nuclear ribonucleoproteins), habitualmente del isotipo IgG, constituye el
marcador inmunoldgico caracteristico de estos pacientes. Los diferentes subtipos de
RNP forman parte del espliceosoma, una estructura citoplasmatica donde el pre- ARN
mensajero se transforma y divide en ARN mensajero (ARNm). Las subunidades
snRNP y hnRNP (heterogeneous nuclear RNP) constituyen el blanco principal de la
autoinmunidad en distintas ERAS. La fraccién del espliceosoma identificada como U1-
snRNP esta formada por una cadena de ARN rica en uridina asociada a 11 proteinas

(7T0kD, A, C, B, B’, D1, D2, D3, E, F y G) (Figura 7).
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Madificado de Ruiz Pombo M et al. Med Clin (Barc). 2004;1123(18):712—7 (35)

La respuesta inmune se dirige fundamentalmente contra los polipéptidos A, C'y 70 kD del U1-RNP en la EMTC; en
los pacientes con LES, frente al antigeno Sm. A la derecha, la estructura secundaria del antigeno U1-RNP y U1-ARN.
LES: lupus eritematoso sistémico, EMTC: enfermedad mixta del tejido conectivo, SnRNP: small nuclear ribonucleo
proteins

Figura 7. SnRNP y estructura secundaria del antigeno U1-RNP
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En la EMTC, la respuesta inmune se dirige fundamentalmente contra los
polipéptidos 70 kD, A’y C y en LES contra los polipéptidos B, B’, D1, D2 y D3 (anti-
Sm) (36—38). Aunqgue la presencia de los anticuerpos anti-U1-RNP es condicion sine
qua non para el diagnostico de la enfermedad, se desconoce con exactitud su rol en la
patogénesis de la EMTC. Se han propuesto distintos modelos sobre la fisiopatologia
de la EMTC. Es posible que un factor de estrés fisiolégico, como una infeccion viral o
exposicion a la luz ultravioleta, induzca la liberacion de grandes cantidades de material
apoptotico. En individuos con un defecto en la eliminaciéon de particulas apoptéticas
que contengan RNP, estas particulas encuentran inmunoglobulinas circulantes y
células dendriticas. EI Ul- ARN y adyuvantes de ARN enddgenos inducen la
activacion de células dendriticas y la presentacion de antigenos por medio de la
sefializacién via receptores tipo Toll (TLR). En un huesped con un haplotipo
compatible, estas células inducen la activacion de células T circulantes especificas del
U1-70kD y otros autoantigenos. En un momento fisiolégico concurrente o posterior al
evento desencadenante que conduce a una nueva liberacion de material apoptético,
células B que han escapado a la anergia o delecion y son especificas para antigenos
como la proteina U1-70 kD, se exponen a su antigeno. Esto conduce a la maduracion
de células B activadas secretoras de IgG que siguen siendo activadas y segregan
autoanticuerpos mientras tengan un autoantigeno y la coestimulacién necesaria. En
parte de los individuos, estos autoanticuerpos y células T que se producen son
capaces de mediar una lesion tisular, derivando en una ERAS (39). En modelos
murinos, los anticuerpos anti-U1-RNP han demostrado ser mediadores de la lesion
pulmonar (40). Asi mismo, se presume que la HAP puede deberse a la activacion de

células endoteliales inducida por los anticuerpos anti-U1-RNP (41) .
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Otros anticuerpos habitualmente presentes incluyen el FR del isotipo IgM
positivo casi el 50% los pacientes (42), ACPA (43) y anticuerpos anti-DNA o
anticuerpos antifosfolipido en un porcentaje bajo de pacientes, con menor frecuencia

de lo que se observa en los pacientes con LES (44,45).

Se han detectado anticuerpos anti-Ro52 en la mitad de los pacientes con
fibrosis pulmonar y sélo en el 19% de pacientes sin ella, con una OR: 4.4 (46). La

mayoria de los pacientes presenta hipergammagulinemia (47).

Diagnoéstico

Las manifestaciones clinicas o de laboratorio suelen aparecer de forma
secuencial por lo que muchos pacientes no cumplen los criterios de clasificacion de
EMTC al inicio de la enfermedad o pueden incluso cumplir criterios de clasificacién de

LES, ESC, PDM o0 AR (2).

Dada la heterogeneidad de las manifestaciones clinicas, se han realizado
varias propuestas de clasificacion (48-51). Independientemente de su variabilidad
clinica, el Unico criterio indispensable y comuin a todos ellos para el diagnéstico de la

enfermedad es la deteccidn de anticuerpos anti-U1-RNP.

Las tablas 1, 2 y 3 muestran los criterios de clasificacion mas utilizados.
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Tabla 1: Criterios de clasificacion de la enfermedad mixta del tejido conectivo
propuestos por Alarcon-Segovia et al. (48)

A. Seroldgicos
1. Anti-RNP por hemaglutinacion a titulos > 1:1600

B. Clinicos
1. Edema en manos
2. Sinovitis
3. Miositis
4. Fenomeno de Raynaud

5. Acroesclerosis

Se requiere el criterio serolégico mas al menos 3 criterios clinicos, siempre y cuando se

incluyan sinovitis 0 miositis.

Tabla 1. Criterios de clasificacion de la enfermedad mixta del tejido conectivo propuestos por
Alarcén-Segovia et al.

Los primeros estudios consideraron que los criterios de Alarcén-Segovia, Sharp
y Kasukawa eran equivalentes en cuanto a sensibilidad y especificidad (52) o bien que
los criterios de Alarcon-Segovia eran superiores (53). Estudios mas recientes indican
que los criterios de Kasukawa son mas sensibles (75%) en comparacion con los de
Alarcén-Segovia (73%) y Sharp (42%) para clasificar a los pacientes de EMTC a lo

largo de su evolucién (54).
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Tabla 2: Criterios de clasificacion de la enfermedad mixta del tejido conectivo
propuestos por Sharp (49)

A. Criterios mayores

1. Miositis, grave
2. Afeccién pulmonar
a. Disminucion de la capacidad de difusion < 70%
b. Hipertensién pulmonar
c. Vasculopatia proliferativa en la biopsia pulmonar
3. Fendbmeno de Raynaud o hipomotilidad esofagica
4. Esclerodactilia 0 manos edematosas
5. Anti-ENA >1:10000 y anticuerpos anti-U1-RNP en ausencia de anti-Sm.

B. Criterios menores

1. Alopecia

. Leucopenia (<4000 leucocitos)
. Anemia

. Pleuritis

. Pericarditis

. Artritis

. Neuropatia del trigémino

. Eritema malar

© 00 N o o0~ WN

. Trombocitopenia

=
o

. Miositis moderada

[ER
[EE

. Historia de manos edematosas

Se clasifica al paciente como EMTC cuando se cumplen 4 criterios mayores y EMTC
probable cuando se cumplen 3 criterios mayores 0 2 mayores y 1 menor, en presencia

siempre del criterio mayor n° 5.

Tabla 2. Criterios de clasificacion de la enfermedad mixta del tejido conectivo propuestos por
Sharp
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Tabla 3: Criterios de clasificacién de la enfermedad mixta del tejido conectivo
propuestos por Kasukawa et al (50)

A. Sintomas comunes

1. Fenébmeno de Raynaud

2. Dedos o0 manos «hinchados»

B. Anticuerpos anti-RNP

C. Miscelanea
1. Manifestaciones lUpicas
a. Poliartritis
b. Adenopatias
c. Eritema malar
d. Serositis (pleuritis o pericarditis)
e. Citopenias (leucopenia o trombocitopenia)
2. Manifestaciones esclerodermiformes
a. Esclerodactilia
b. Fibrosis pulmonar, restriccion o disminucién de la difusién <70%
c. Hipomotilidad o dilatacién esofagica
3. Miositis
a. Debilidad muscular
b. Aumento de las enzimas musculares (CK)

c. Patrén miopatico en el EMG

Se requiere como minimo uno de los dos sintomas comunes, mas anticuerpos anti-U1-
RNP positivos, mas 1 o mas de los sintomas miscelaneos en al menos 2 de las 3

categorias.

ENA: antigeno nuclear extraible; RNP: ribonucleoproteina nuclear; CK: creatinfosfoquinasa;
EMG: electromiograma;

Tabla 3. Criterios de clasificacion de la enfermedad mixta del tejido conectivo propuestos por
Kasukawa et al
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Tratamiento

No hay guias de tratamiento especificas para la EMTC. La terapéutica debe
individualizarse y adecuarse a la gravedad de las manifestaciones en el momento en
que se presenten. El tratamiento es analogo al de otras ERAS por lo que muchas de
las medicaciones que se utilizan son propias de LES, ESC, PM o AR. El tratamiento se
dirige al control de los sintomas y debe ser precoz ante la aparicion de
manifestaciones potencialmente graves como la HAP, EPI, miocarditis u otras. La

eleccion del farmaco depende de las manifestaciones clinicas.

Manifestaciones generales como la fatiga, fiebre, artralgias, mialgias,
adenopatias, algunas alteraciones hematoldgicas, lesiones cutdneas no
esclerodermiformes y serositis remiten habitualmente con dosis bajas o medias de
corticoides (prednisona 5-10 mg/dia) o con antipaludicos (hidroxicloroquina). Para la
artritis cronica el tratamiento de inicio, ademas del corticoide, suele ser el metotrexato

(55,56), al igual que para la esclerosis cutanea (esclerodermia) y la miositis (57,58).

El fendbmeno de Raynaud de intensidad leve-moderada puede controlarse con
medidas generales, como la utilizacion de guantes y mantener una adecuada
temperatura corporal, por lo que no siempre se administra tratamiento farmacolégico
(17). Cuando es necesario, los antagonistas del calcio son el tratamiento de primera
eleccién. Los inhibidores de la endotelina (bosentan) previenen la aparicion de Glceras
digitales (59) asociadas a los casos mas graves, en los que en ocasiones también se

recurre a la infusion intravenosa de prostaglandinas.

Las manifestaciones y por tanto el tratamiento de la enfermedad pulmonar en la
EMTC se consideran similares a los de la ESC. En los pacientes con EPI asociada a la
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ESC ya se han realizado los primeros ensayos controlados para comparar la eficacia
del micofenolato de mofetilo (MMF) vs ciclofosfamida (Scleroderma Lung Study II)
(60), con resultados de desenlace favorables para ambos farmacos a nivel pulmonar,
pero mejor tolerancia y menos toxicidad para el MMF. El rituximab, un anticuerpo
monoclonal quimérico murino/humano que se une especificamente al antigeno CD20
de los linfocitos B también podria tener un papel importante en el tratamiento de esta

patologia (61).

Los nuevos farmacos, como los antagonistas de la endotelina, los analogos de
las prostaglandinas y los inhibidores de la fosfodiesterasa-5 (25,62) han modificado el
pronostico de la HAP en los ultimo afios. No menos importantes resultan las medidas
de soporte como el uso de oxigeno, diuréticos, dieta baja en sodio, inhibidores de los
canales de calcio y la anticoagulacién cuando esta indicada. En casos graves debe

recurrirse al trasplante cardiopulmonar.

En las manifestaciones gastrointestinales el tratamiento suele ser sintomético.
Debido a la hipomotilidad esofagica y al reflujo gastroesofagico secundario puede
producirse esofagitis por lo que deben utilizarse de forma crénica la metoclopramida,

la ranitidina o los inhibidores de la bomba de protones (63).

Actividad clinica

Para determinar la eficacia de los nuevos tratamientos se ha hecho necesario
definir la actividad de la enfermedad. En la practica clinica diaria, se utilizan criterios
de actividad “prestados” de otras enfermedades como AR o LES (64-67). En 2010,
Lage et al. propusieron los criterios de actividad de la EMTC que figuran en la tabla 4
(68).
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Tabla 4: Criterios de actividad propuestos para la
Enfermedad Mixta del Tejido Conectivo (68)

A) Manifestaciones mayores:

Vasculitis cutanea

Disminucién de la funcién pulmonar
Manifestaciones del SNC

Miositis severa

Cilindros urinarios/ proteinuria

B) Manifestaciones menores:
o Artritis

e Rash cutaneo
e Diarrea
[}

[ ]

Miositis leve
Pérdida de peso

C) Laboratorio:

e Linfopenia o trombocitopenia
e Aumento de CPR 0 VSG.

e Hipergammaglobulinemia

Enfermedad activa:
2A
1A+2B
3B+C

PCR: proteina C reactiva; VSG: velocidad de sedimentacién globular

Tabla 4. Criterios de actividad propuestos para la Enfermedad Mixta del Tejido Conectivo

Estos criterios no han sido validados y se necesitan estudios prospectivos para
determinar la sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos positivos y

negativos.
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Independientemente de la controversia sobre su nomenclatura, el hecho de que
la EMTC identifique a un grupo de pacientes en los que puede haber una afectacién
de 6rganos vital, hace necesario un consenso para la vigilancia de manifestaciones
especificas y la estratificacibn pronostica segun diferentes criterios clinicos y

serolégicos, con el fin de mejorar la calidad de la atencidn al paciente.

Mortalidad

De modo similar a lo que observamos en los pacientes con ESC (69,70), la
HAP es la principal causa de muerte en la EMTC (21) por lo que su diagnostico precoz
resulta imprescindible. Las herramientas de diagndstico indispensables son, ademas
de la evaluacion clinica, las pruebas de funcion respiratoria y el ecocardiograma. El
diagnostico se confirma midiendo la presion de la arteria pulmonar mediante
cateterismo cardiaco. En la actualidad, con los tratamientos disponibles tanto
inmunosupresores como antagonistas de la endotelina, prostanoides e inhibidores de
la fosfodiesterasa-5, la supervivencia de los pacientes con HAP ha mejorado
notablemente (33). El estudio REVEAL (Registry to Evaluate Early and Long-term
Pulmonary Arterial Hypertension Disease Management), en el que se incluyeron
pacientes con HAP asociada a ERAS en 54 centros de Estados Unidos, encontr6 que
las tasas de supervivencia a un afo fueron menores en pacientes con ESC que en
otras ERAS como LES o AR y similares en pacientes con EMTC (71). Otras causas

importantes de muerte son la EPI (22) y la miocarditis (72).

EMTC en nifios
Hasta un 23% de los casos de EMTC se presentan en la infancia o
adolescencia. La edad media de comienzo es en torno a los 11 afios (73,74), con un

rango de 2 a 16 afos. El ratio mujer/varén en esta etapa es de 6:1 (75).
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En 55 pacientes pediatricos de Hetlevik et al, una de las series mas largas
publicadas hasta la fecha, las manifestaciones mas frecuentes a lo largo de la
enfermedad fueron el fendbmeno de Raynaud (100%), la artritis (94%), las manos
edematosas (77%) y la afectacion pulmonar (58%). Los hallazgos tipicos de LES
(artritis, eritema facial, serositis, leucopenia) y la PDM (debilidad muscular, elevaciéon
de enzimas musculares, EMG alterado) fueron mas evidentes en el momento del
diagndstico. La frecuencia de estas manifestaciones disminuyo en el transcurso de la
enfermedad dando paso al predominio de manifestaciones de ESC (esclerodactilia,
afeccion pulmonar, dismotilidad esofagica) (74). Se ha sugerido que la afeccion
pulmonar podria ser menos comdn que en la poblacién adulta (22,74,76,77). En la
cohorte previamente mencionada, la mortalidad fue de un 51,8% después de una

media de 16,8 afios de seguimiento. Ninguna de las muertes fue por EPI.

Las manifestaciones hematolégicas incluyendo anemia, leucopenia Yy
trombocitopenia son comunes. Serolégicamente, se observan titulos altos de ANA
junto al anti-U1-RNP. El FR también es positivo en un ndmero significativo de
pacientes (70%), en menor medida también se encuentran anticuerpos anti-Sm

(10%), anti-DNA (20%), anti-Ro (13%) y anti-La (14%) (75).

Como sucede en los adultos, la EMTC juvenil no tiene un tratamiento
especifico, sino que es similar al de otras ERAS. Los corticoides, antipaludicos y
metotrexato seran los medicamentos de primera linea. Cabrera et al. reportan la
mejoria de dos nifilos en tratamiento con tocilizumab, un anticuerpo monoclonal
humanizado dirigido contra el receptor de la IL-6 y con indicacién en la AlJ (78), dicha
mejoria fue especialmente notable a nivel articular (79). También existen

comunicaciones de casos tratados con rituximab (80).
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EMTC: La controversia

Los conceptos de sindrome de solapamiento (pacientes que presentan
manifestaciones de dos o mas ERAS definidas) y EMTC son controvertidos (37,54,81—
83). Sea porgue su etiologia se encuentra menos definida o porque se piensa que
estas entidades devienen en otro proceso reumatologico, hay quienes sostienen que la
EMTC es en realidad un sindrome de solapamiento o una fase indiferenciada y
temprana de otra ERAS. La controversia en cuanto a la existencia de la EMTC aun
persiste. A pesar de que entidades bien definidas, como por ejemplo LES, se asume
que puedan ser muy heterogéneas y tener un amplio espectro de caracteristicas
clinicas y serologicas (84,85) que pueden cambiar con el tiempo, la EMTC no goza de

este beneficio.

Las principales objeciones al concepto de EMTC como entidad independiente
(82,83) son las siguientes:

- Los pacientes con EMTC pueden evolucionar a otras ERAS definidas.

- La EMTC fue descrita como una enfermedad relativamente benigna, pero no es
infrecuente que curse con manifestaciones organicas graves.

- Los anticuerpos anti-U1-RNP no son exclusivos de la EMTC y pacientes con
datos tipicos de EMTC tienen otros anticuerpos aparte del anti-U1 RNP.

- No hay aun un conjunto de criterios diagnésticos o de clasificacion que esté

ampliamente aceptado.

Estas controversias asociadas a la aparente rareza de la enfermedad y la
escasa informacion epidemioldgica ha hecho dificil planificar y disefiar estudios sobre
la EMTC, incluso se ve reducida la posibilidad de estudios comparativos con otras
ERAS.
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Por otra parte, el concepto de EMTC como entidad definida (82) se asienta en
la existencia de un patron clinico determinado, un anticuerpo caracteristico y unos
hallazgos inmunoldgicos y genéticos especificos:

- La EMTC tiene un patron clinico especifico caracterizado por la asociacion de
fendmeno de Raynaud, artralgias o poliartritis, tumefaccién en las manos con
aspecto de dedos en salchicha, hipomotilidad esofdgica y miositis. El
solapamiento de las manifestaciones de LES, ESC y PDM que configuran los
criterios de clasificaciébn es secuencial. La capacidad de los pacientes con
EMTC para desarrollar manifestaciones caracteristicas de otras ERAS debe
considerarse como una expresion clinica, mas que como una diferenciacion.
Aungue en su evolucion los pacientes con EMTC pueden cumplir los criterios
de clasificacion de mas de una ERAS definida (86), no son estrictamente
sindromes de solapamiento si se asume que este término define los pacientes
con dos enfermedades que coexisten de forma independiente.

- Los anticuerpos anti-U1-RNP son caracteristicos de la EMTC. Los pacientes
con titulos elevados de anticuerpos anti-U1-RNP sin criterios de EMTC u otras
ERAS, suelen evolucionar a EMTC en 2 afios. En cambio, los pacientes con
titulos bajos suelen desarrollar LES u otras ERAS definidas (87).

- Los pacientes con EMTC tienen factores genéticos especificos. A diferencia de
lo observado en el LES o la ESC, la EMTC se relaciona fundamentalmente con

el HLA-DR4, en particular DRB1*15:01, DRB1*04 y *09:01 (12).

Por lo tanto, el concepto de EMTC es util en la definicion de un subgrupo de
pacientes con caracteristicas clinicas, perfil de tratamiento y prondstico Unicos y

diferentes al resto de ERAS.
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En el caso de la EMTC y del SAF, los criterios de clasificacion (48-50,88)
exigen siempre la deteccion de anticuerpos anti-U1-RNP y antifosfolipidos,
respectivamente. Recientemente, se ha reconocido la existencia de pacientes con SAF
seronegativo (89), es decir, pacientes con manifestaciones clinicas sugestivas de SAF
cuyas determinaciones de anticuerpos anticardiolipina (ACA), anticoagulante lGpico
(AL) y anti-B2-glicoproteina-1 (anti-p2-GP1) son persistentemente negativas con las
técnicas de laboratorio rutinarias. Entonces, y con el mismo razonamiento,
¢Podriamos encontrar pacientes con manifestaciones de EMTC sin detectarse

anticuerpos anti-U1-RNP?
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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En la practica clinica diaria se pueden identificar pacientes con manifestaciones
clinicas compatibles con EMTC en los que no se detectan anticuerpos anti-U1-RNP.

En estos casos existen cuatro posibles explicaciones:

1

El diagndstico es erréneo y no tienen EMTC

2- Los anticuerpos anti-U1-RNP han desaparecido

3- Los anticuerpos anti-U1-RNP aun no han aparecido
4- Los pacientes tienen realmente una EMTC sin anticuerpos anti-U1-RNP

(seronegativa).

Ademas, la EMTC es la Unica ERAS en la que es obligatoria la deteccién de

anticuerpos para su clasificacion [2-5], por lo que debe valorarse si existen pacientes

con EMTC seronegativa.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

49



Hipoétesis
Existen pacientes con manifestaciones clinicas caracteristicas de EMTC que no

presentan anticuerpos anti-U1-RNP detectables en el suero a lo largo de su evolucion.

Objetivo principal

- Determinar si existen pacientes con las caracteristicas clinicas de EMTC sin
gue se detecten anticuerpos anti-U1-RNP a lo largo del tiempo (EMTC

seronegativa).

Objetivos secundarios

- Estudiar las diferencias entre EMTC seropositiva (anti-U1-RNP positivo) vy
EMTC seronegativa (criterios clinicos sin anti-U1-RNP).

- Establecer las diferencias entre los pacientes con EMTC seropositiva o
seronegativa y otras ERAS definidas (LES, PM, ESC) o los sindromes de
solapamiento.

- Estudiar las manifestaciones clinicas y serolégicas asociadas a la deteccién de

anticuerpos anti-U1-RNP en pacientes diagnosticados de ERAS.
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MATERIALES Y METODOS
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Disefio
Estudio observacional prospectivo, en un solo centro, de pacientes con ERAS

no seleccionados por diagnadstico.

Pacientes

Todos los pacientes incluidos en el estudio proceden del “Registro de ERAS”
(RERAS) del Hospital General Universitario Gregorio Marafion de Madrid (RERAS-
HGUGM) coordinado por FJ Lopez-Longo, entre 1986 y 2016, que se ha desarrollado
con los siguientes objetivos:

o Estudiar la frecuencia y las caracteristicas clinicas asociadas con los
anticuerpos relacionados con las diferentes ERAS.

o Comparar las tasas de mortalidad y las causas de muerte de las ERAS.

o Estudiar la evolucion clinica de los pacientes con ERAS clasificados segun las
manifestaciones iniciales de su enfermedad.

o Estudiar la comorbilidad asociada en los pacientes con ERAS, con especial
atencion a los factores de riesgo cardiovascular, las infecciones graves y las

neoplasias malignas) (87,90,91).

En la primera visita o visita de entrada se recogieron los datos demogréficos,
las primeras manifestaciones clinicas relacionadas con la ERAS y las manifestaciones
clinicas acumuladas entre el inicio de la enfermedad y la primera visita, segun un
protocolo estdndar especialmente disefiado. Ademds, se obtuvieron muestras de
suero que se almacenaron a -40°C para poder detectar anticuerpos correspondientes
a la primera visita, incluso aquellos anticuerpos aun desconocidos al inicio del estudio.
Cada paciente fue revisado al menos una vez cada 2 afios por el mismo investigador

(FJ L6pez Longo).
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El RERAS-HGUGM incluye pacientes diagnosticados de AR (92), LES (84),
ESC (93), PDM (94-96), EMTC (48-50), SSP (97), SAF primario (88,98), so-ERAS
(cuando el paciente cumple criterios de clasificacién de AR, LES, ESC y/o PDM de
forma simultanea o secuencial) y vasculitis sistémicas. Se incluyeron también
pacientes con uno 0 mas autoanticuerpos relacionados con ERAS y al menos uno de
los hallazgos clinicos utilizados como criterio de clasificacion de ERAS, sin cumplir
criterios de ninguna de las ERAS antes mencionadas. Estos pacientes fueron

diagnosticados de ERAS incompletas o indefinidas.

En este estudio se incluyeron todos los pacientes con ERAS definidas
(completas) e indefinidas (incompletas), excepto aquellos diagnosticados
exclusivamente de AR (criterio de exclusion). Se seleccionaron los pacientes que
cumplian los criterios clinicos para la clasificacion de EMTC segun los criterios de
Alarcén-Segovia (48) y los criterios de Kasukawa (50), con o sin anticuerpos anti-U1-
RNP detectados en al menos 2 muestras. Se dividieron en pacientes con EMTC
seropositiva (con anticuerpos anti-U1-RNP) y EMTC seronegativa (sin anticuerpos
anti-U1-RNP). El grupo definido como seropositivo presenta anticuerpos anti-U1-RNP,
mientras que el seronegativo no los presenta. El registro cuenta con la aprobacion del

Comité de Etica hospitalario.

Variables

Se recogieron las siguientes variables clinicas:

e Caracteristicas al inicio de la enfermedad: primera manifestacion clinica o
hallazgo de laboratorio relacionados con las ERAS.

e Historia familiar: enfermedad autoinmune en parientes de primer y/o

segundo grado.
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e Caracteristicas durante la evolucién de la enfermedad: datos clinicos y de

laboratorio acumulados a lo largo de su evolucion.

O

Sintomas constitucionales: malestar general o adenopatias (n6dulos
=20.5 cm en regién cervical, axila o ingle, en ausencia de infeccién o
malignidad).

Fiebre: temperatura 238°C en ausencia de infeccion.

Manifestaciones renales: proteinuria persistente de rango nefrético o no
nefrético, cilindros celulares de cualquier tipo, hematuria >6 eritrocitos
por campo (en ausencia de sangrado menstrual), elevacion de la
creatinina en sangre >0.98 mg/dL, o histologia compatible.
Manifestaciones cutaneas: erupcion malar en “alas de mariposa”, lupus
discoide, fotosensibilidad, Ulceras orales, alopecia, vasculitis cutanea,
edema de manos, microstomia, esclerodermia, esclerodactilia,
telangiectasias, calcinosis, Ulceras digitales, papulas de Gottron,
heliotropo, mano de mecanico.

Manifestaciones pulmonares: pleuritis con o sin derrame pleural,
hemorragia pleural o pulmonar, EPI, HAP.

Manifestaciones cardiovasculares: miocarditis, pericarditis, arritmias,
valvulopatia, enfermedad coronaria con infarto de miocardio o eventos
trombaticos.

Fendmeno de Raynaud.

Hipertension: presién sistdlica >140 mm Hg o diastdlica >90 mm Hg.
Manifestaciones hematolégicas: anemia hemolitica, leucopenia
(<4,000/mm3), linfopenia (<1,300/mm3) y  trombocitopenia

(<100,000/mm3), en ausencia de medicaciones que puedan justificarlas.
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o Manifestaciones neuropsiquiatricas: convulsiones, psicosis, sindrome
organico cerebral, neuropatia craneal o periférica, ictus, mielitis
trasversa, cefalea asociada al lupus o corea.

o Manifestaciones musculoesqueléticas: poliartralgias, debilidad o dolor
muscular, elevacibn de enzimas musculares, electromiografia
compatible o hallazgos en biopsia tipicos de miositis, o artritis
(sensibilidad, edema o derrame no traumaticos, en al menos 2
articulaciones).

o Manifestaciones gastrointestinales: hipomotilidad esofagica,
alteraciones intestinales.

o Serositis: pleuritis (historia de dolor tipo pleuritico, frote pleural
objetivado por un médico o evidencia de derrame pleural) y pericarditis
(objetivada por ECG, frote pericardico o evidencia de derrame
pericardico).

e Muerte: mortalidad por cualquier causa, incluida la relacionada a ERAS, sus

complicaciones y sus tratamientos.

En todos los pacientes se realizaron de rutina, en la primera visita y después al
menos 1 vez al afio, los siguientes estudios: velocidad de sedimentacién globular
(VSG), proteina C reactiva, hemograma completo, glucemia, acido Urico, bioquimica
hepatica y renal, colesterol (total, HDL y LDL), triglicéridos, creatinfosfoquinasa,
aldolasa, proteinas totales y espectro electroforético, fracciones C3 y C4 del sistema
de complemento e inmunoglobulinas (sangre); y estudio elemental y sedimento (orina).
El resto de los estudios de laboratorio se realizaron solo en caso de existir indicaciéon
clinica. Los anticuerpos se detectaron de forma rutinaria en la Seccion de
Autoinmunidad del Servicio de Inmunologia en la primera visita, en una segunda
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determinacion pasadas al menos 12 semanas para confirmar el resultado positivo o
negativo y, posteriormente, en caso de producirse algin cambio clinico que justifique
una nueva peticién. Los anticuerpos incorporados a la rutina después de iniciado el

registro se estudiaron en la muestra almacenada en la primera visita.

Los anticuerpos no organo-especificos se analizaron por inmunofluorescencia
indirecta (IFI) sobre cortes tisulares congelados de rata (rifion, higado y estémago) y
cultivos de células epiteliales HEp-2 (Mardx Diagnostics, Carlsbad, California, USA),
utilizando un conjugado con fluoresceina (DAKO, Copenhage, Dinamarca). El factor
reumatoide (FR) se midi6 mediante nefelometria (Beckman, Fullerton, California,
USA). Los anticuerpos contra el ADN de doble cadena (anti-ADN) se midieron por
radioinmunoanalisis (Anti-DNA kit IM77, Kodak Clinical Diagnostics Ltd, Amesham,
UK) o ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Rheuma ELISA TM System,

Whittaker Bioproducts, Walkersville Maryland, USA).

Los anticuerpos anti-RNP, anti-Sm, anti-Ro/SS-A y anti-La/SS-B, se detectaron
mediante técnicas de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Las técnicas de
ELISA utilizadas podian detectar en suero IgG, IgM e IgA de manera simultdnea
(Rheuma ELISA TM System, Whittaker Bioproducts, Walkersville Maryland, USA) o
IgG de manera aislada (EIA gen Combi 4 kit, IFCI Clonesystems SpA, Casalecchio Di
Reno, Bologna, Italia). Los sueros fueron diluidos a 1:100. Los valores de densidad
Optica (DO) fueron las medias de 450 nm de DO obtenidos para cada muestra
realizada por duplicado. El punto de corte se defini6 como la media de 90 controles +3
DS. La variabilidad inter-test determinada entre los laboratorios locales durante el

periodo de estudio fue <5%.
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Estadistica

En una primera fase se compararon dos grupos de casos con EMTC. Uno de
ellos no presentaba anticuerpos anti-U1-RNP (EMTC seronegativa), mientras que el
otro si (EMTC seropositiva). El objetivo fue comprobar si ambos grupos eran
equivalentes en todas las demas variables. Para el diagnéstico de la EMTC se

emplearon independientemente los criterios de Kasukawa y Alarcon-Segovia.

Se utilizé la prueba Chi Cuadrado de McNemar para comparar la prevalencia
en la muestra de casos de EMTC con anti-U1-RNP con la prevalencia de casos EMTC
sin anti-U1-RNP. Se utiliz6 la prueba Chi Cuadrado de Pearson para estudiar la
relacion entre presencia de este anticuerpo y las variables categoricas del estudio. Se
aplicé la correccion de Yates cuando fue necesario. Se aplico la prueba t de Student
para muestras independientes para estudiar la relacion entre presencia de anti-U1-
RNP vy las variables cuantitativas. Se corrigio la tasa de error mediante el método de

Bonferroni.

La comparaciéon de la variable de desenlace con las variables secundarias se
realizé con la prueba de la t de Student y cuando no fue posible, con pruebas no
paramétricas (Mann-Whitney). La asociacion con las variables categoéricas se analizé
mediante la prueba de chi cuadrado de Pearson y el célculo de “odds ratio” con sus
respectivos intervalos de confianza. Se estudié el patron de asociacién multivariante

mediante regresion logistica.

En unas segunda fase se compararon los pacientes con EMTC seropositiva
con los pacientes sin EMTC (a) y los pacientes con EMTC seronegativa con los

pacientes sin EMTC (b) para comparar si las diferencias que se encuentran en la
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comparacion “a” son las mismas que de la comparacion “b”. Para el diagndstico de
EMTC se emplearon independientemente los criterios de Kasukawa y Alarcon-

Segovia.

Para estudiar la relacién entre EMTC y las variables categoéricas del estudio se
utilizé la prueba Chi Cuadrado de Pearson. Se evalud la fuerza de las asociaciones
mediante el coeficiente C de contingencia de Pearson y la V de Cramer. Estos dos
indices toman valores entre 0 para asociacién nula y cerca de 1 para asociacion

maxima. Se aplicé la correccién de Yates cuando fue necesario.

Se aplico la prueba t de Student para muestras independientes para estudiar la
relacion entre EMTC y las variables cuantitativas. Se calculd el intervalo de confianza
para la diferencia de medias entre el grupo EMTC y no EMTC en cada caso. Se

corrigio la tasa de error mediante el método de Bonferroni.

En una tercera fase se ajustaron varios modelos de regresion logistica binaria
para predecir/explicar la presencia del anticuerpo anti-U1-RNP a partir de un conjunto
de variables predictoras cuya importancia se valor6é secuencialmente por blogues.

1. En primer lugar, se ajustd un modelo de regresion logistica para estudiar qué
variables que se asocian a la presencia de anticuerpos anti-U1-RNP por
detectados por ELISA en la poblacién total de pacientes.

2. En segundo lugar, se ajusté otro modelo de regresion logistica para estudiar
gué variables se asocian con presentar EMTC seronegativa. Esta Ultima
regresion se ajusté dos veces; una para EMTC segun los criterios de

Kasukawa y otra segun los criterios de Alarcon-Segovia.
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Las variables predictoras se introdujeron al modelo secuencialmente en tres

blogues distintos. En cada bloque, solo se incluyeron en el modelo aquellas variables

gque contribuyeron a mejorar significativamente el ajuste (las predicciones del modelo).

Se realiz6 la seleccién hacia delante utilizando como criterio la Razén de Verosimilitud

(Forward selection through Likelihood Ratio).

En el bloque 1 se consideraron las variables ESC, PM, LES, solapamientos,
tiempo de evolucion y sexo.

En el bloque 2 se consideraron las variables artritis, manos edematosas,
Raynaud, fibrosis pulmonar.

En el blogue 3 se consideraron las variables poliartritis crénica, rigidez
matutina, esclerodermia difusa, esclerodactilia, telangiectasias,
manifestaciones pulmonares, manifestaciones musculares, debilidad muscular,
aumento de enzimas musculares, adenopatias, FR, eritema malar,
microstomia, calcinosis, miocarditis, arritmias, ANA patrén nucleolar,
anticuerpos anti-ADN, anticuerpos anti SCL-70, maximo valor detectado de

VSG, anticuerpos anti-PCC, osteoporosis.

Se informa solo del modelo final, tras haber considerado todos los predictores

de todos los bloques. Para facilitar la interpretacion de las odds ratio, todas las

variables se recodificaron como 0=no y 1=si.

Se puede saber si una variable esta significativamente asociada con el

anticuerpo anti-U1-RNP o no por su valor p, y también por el intervalo de confianza

para su odds ratio:

Las variables cuyo intervalo de confianza para la odds ratio queda por encima

de 1 (en otras palabras, el limite inferior es mayor de uno), se asocian
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positivamente con la presencia de anticuerpos anti-U1-RNP (p<0,05). Esto
significa que la presencia de esa caracteristica aumenta la probabilidad de
RNP.

Las variables cuyo intervalo de confianza para la odds ratio queda por debajo
de 1 (en otras palabras, el limite superior es menor de uno), se asocian
negativamente con la presencia de anticuerpos anti-U1-RNP (p<0,05). Esto
significa que la presencia de esa caracteristica disminuye la probabilidad de
presentar el anticuerpo.

Si el intervalo de confianza de la odds ratio comprende el uno (el uno queda
entre el limite inferior y superior), quiere decir que la asociacion no es

estadisticamente significativa (p>0,05).
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RESULTADOS
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Caracteristicas demograficas y criterios diagnosticos

Entre 1986 y 2012 se incluyeron en el estudio 692 pacientes, 608 mujeres
(87,9%). El ratio mujer/hombre en la poblacién total fue de 7/1. La edad media al inicio
de la enfermedad fue de 37,5 (£+17,64) afios y el tiempo de evolucion de la enfermedad
de 14,83 (+9,54) afios. En la tabla 5 se describen los criterios diagndsticos que

cumplian los pacientes de la muestra al inicio y durante su evolucion.

Diagndéstico (n=692) n %
EMTC seropositiva (criterios Kasukawa) 70 10,1
EMTC seronegativa (criterios Kasukawa) 75 10,8
EMTC seropositiva (criterios Alarcon-Segovia) 62 9,0
EMTC seronegativa (criterios Alarcén-Segovia) 54 7,8
Lupus eritematoso sistémico 487 70,5
Esclerodermia 131 19,0
Polimiositis 131 19,0
Sindrome de solapamiento 52 7,5
Sindrome antifosfolipido primario/secundario 110 15,9
Sindrome de Sjogren primario/secundario 161 23,3
Vasculitis 43 6,2

EMTC: enfermedad mixta del tejido conectivo

Tabla 5. Criterios diagnosticos de los pacientes de la muestra.

Las tablas 6 y 7 muestran los diagndsticos que cumplian los pacientes con
EMTC seropositiva y seronegativa segun criterios de Kasukawa y Alarcon-Segovia

respectivamente.
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EMTC EMTC
seropositiva seronegativa IC 95% OR
n=70 n=75
n % N % p OR Inf Sup

LES 51 73% 19 26% | <0,005 | 7,770 | 3,702 | 16,307
ESC 24 34% 45 61% | <0,005 | 0,336 | 0,170 0,663
PDM 25 36% 22 30% 0,557 | 1,313 | 0,653 2,640
So-ERAS 0 0% 15 20% <0,005 no calculable

EMTC: enfermedad mixta del tejido conectivo, LES: lupus eritematoso sistémico, ESC: esclerosis
sistémica cutdnea, PDM: polimiositis-dermatomiositis, so-ERAS: sindrome de solapamiento de
enfermedades reumadticas autoinmunes sistémicas

Tabla 6. Diagndésticos de los pacientes con EMTC seropositiva y seronegativa segun criterios de

Kasukawa
EMTC EMTC
seropositiva | seronegativa IC 95% OR
n=62 n=54
n % n % p OR Inf Sup

LES 45 73% 13 24% <0,005 | 8,348 3,757 18,543
ESC 21 34% 32 59% <0,005 | 0,352 0,165 0,747
PDM 28 45% 16 30% 0,14 1,739 | 0,820 3,686
So-ERAS 0 0% 10 18% | <0,005 no calculable

EMTC: enfermedad mixta del tejido conectivo, LES: lupus eritematoso sistémico, ESC: esclerosis
sistémica cutdanea, PDM: polimiositis-dermatomiositis, so-ERAS: sindrome de solapamiento de
enfermedades reumadticas autoinmunes sistémicas

Tabla 7. Diagnésticos de los pacientes con EMTC seropositiva y seronegativa segun criterios de
Alarcén-Segovia
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EMTC seropositiva vs EMTC seronegativa (sin anti-Ul RNP)

En la primera fase del estudio se compararon dos grupos de casos con criterios
clinicos de EMTC, aquellos que presentaban anticuerpos anti-Ul-RNP (EMTC

seropositiva), con los que no los presentaban (EMTC seronegativa).

a- EMTC seropositiva vs seronegativa con criterios de Kasukawa

No se observaron diferencias significativas en la edad al inicio de la
enfermedad, edad el momento del diagnéstico o tiempo de evolucién. En la tabla 8 se
comparan las caracteristicas basales de los pacientes segln presentaran 0 no

anticuerpos anti-U1-RNP.

EMTC EMTC
seropositiva seronegativa t Student
(n=70) (n=75)
mediana DS mediana DS p
Edad inicio enfermedad 41 17,7 33 17,3 0,184
Edad diagnéstico 52 18,1 53 16,9 0,754
Tiempo de evolucion 14 9,8 19 9,6 0,067

DS: Desviacion estandar, EMTC: enfermedad mixta de tejido conectivo

Tabla 8. Comparacion caracteristicas basales entre pacientes seropositivos y seronegativos
usando los criterios de Kasukawa

Cuando se compararon a los pacientes por la presencia de los distintos items
que forman parte de los criterios de Kasukawa, los pacientes con EMTC seropositiva
tienen un aumento significativo de adenopatias, eritema malar, leucopenia, debilidad

muscular y aumento de enzimas musculares (tabla 9).
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Criterios de EWIE SIE
Kasukawa seropositiva seronegativa IC 95% OR
(n=70) (n=75)
n % n % p OR Inferior | Superior
Fenomeno de 70 100% 69 92% | 0,046 -
Raynaud
Manos 31 44% 39 52% | 0,117 | 1,786 | 0,924 | 3,450
edematosas
Poliartritis 55 79% 8 77% 0,237 1,758 0,786 3,932
Adenopatias 28 40% 17 23% 0,038 2,275 1,105 4,681
Eritema malar 25 36% 8 11% | 0,001 | 4,653 1,928 | 11,231
Pleuritis 12 17% 16 21% 0,404 1,556 0,677 3,575
Pericarditis 11 15% 12 16% 0,857 1,204 0,493 2,937
Leucopenia 41 59% 17 23% <0,01 4,824 2,348 9,909
Trombopenia 7 10% 10 13% 0,715 0,722 0,259 2,015
Esclerodactilia 29 41% 28 37% 0,738 1,187 0,609 2,314
EPI 36 64% 40 63% 1 1,035 0,489 2,190
Hipomotilidad 24 34% 29 | 39% | 0,708 | 0,828 | 0,420 | 1,630
esofagica
Debilidad 32 50% 24 | 32% | 0042 | 2,125 | 1,083 | 4,171
muscular
Aumento de
enzimas 45 64% 35 47% | 0,049 | 2,057 | 1,056 | 4,008
musculares

EMTC: Enfermedad mixta de tejido conectivo, EPI: enfermedad pulmonar intersticial

Tabla 9. EMTC seropositiva vs seronegativa con criterios de Kasukawa

b- EMTC seropositiva vs seronegativa con criterios de Alarcon-Segovia

No se observaron diferencias significativas en la edad al inicio de la

enfermedad y edad el momento del diagnéstico. El tiempo de evolucién fue algo mayor

en el grupo seronegativo (Tabla 10).
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EMTC seropositiva EMTC seronegativa
n=62 n=54
mediana DS mediana DS p
Edad inicio enfermedad 36 18,0 32 17,1 0,255
Edad diagnéstico 51 18,2 51 16,9 0,987
Tiempo de evolucién 14 9,4 19 9,9 0,037

DS: desviacion estandar, EMTC: Enfermedad mixta de tejido conectivo

Tabla 10. Comparacién caracteristicas basales entre pacientes seropositivos y seronegativos
usando los criterios de Alarcon-Segovia.

Cuando se compararon a los pacientes por la presencia de los distintos items

que forman parte de los criterios de Alarcon-Segovia, los pacientes con EMTC

seropositiva presentaban un aumento significativo de miositis (Tabla 11).

EMTC EMTC
Criterios de Alarcon | seropositiva | seronegativa IC 95% OR
n=62 n=54
n % n % p OR Inferior | Superior
Fendémeno de Raynaud | 62 | 100% | 51 94% 0,196 -
Manos edematosas 40 65% 29 54% 0,320 | 1,567 | 0,743 | 3,305
Esclerodactilia 26 42% 25 46% 0,776 | 0,838 | 0,402 | 1,748
Artritis 56 90% 46 85% 0,574 | 1,573 | 0,336 | 7,366
Miositis 49 79% 29 53% 0,007 | 3,249 | 1,442 | 7,322

EMTC: Enfermedad mixta de tejido conectivo

Tabla 11. EMTC seropositiva vs seronegativa con criterios de Alarcon-Segovia
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EMTC seropositivay EMTC seronegativa vs pacientes sin EMTC

En la segunda fase del estudio se compararon un grupo de casos con EMTC
seropositiva con un grupo de casos sin EMTC y un grupo de casos con EMTC

seronegativa con un grupo de casos sin EMTC.

a- EMTC seropositiva vs casos sin EMTC

Con respecto a los pacientes sin EMTC, los pacientes con EMTC seropositiva
segun los criterios de Kasukawa o los de Alarcon-Segovia presentaron un aumento
significativo de ESC, ESC difusa, PDM, artritis, manos edematosas, esclerodactilia,
telangiectasias, fenbmeno de Raynaud, hipomotilidad esofagica, manifestaciones
pulmonares, manifestaciones musculares (mialgias, debilidad muscular, aumento de
enzimas musculares), adenopatias y FR. Ldégicamente, este grupo presenta un
aumento significativo de la frecuencia de anticuerpos anti-U1-RNP, tanto por
immunoblotting como por ELISA. Hasta un 20% de los pacientes sin EMTC tenia

anticuerpos anti-U1-RNP (Tablas 12 y 13).

La tabla 14 a continuacibn muestra una versién simplificada y comparativa de
las tablas 12 y 13, en donde las variables que estan relacionadas con presentar EMTC
seropositiva presentan un asterisco (*) en la columna correspondiente a los criterios de

clasificacion.
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EMTC

seropositiva O EAIE
n % n % p OR IC 95% OR

ESC 24 | 34% | 62 | 11% | <0001 | 408 | 233 7.14
ESC difusa 13 | 19% | 27 5% | <0,001 | 439 | 215 8,09
PDM 25 | 36% | 84 | 15% | <0,001 | 3,06 | 1,78 5,26
Artritis 58 | 83% | 302 | 55% | <0,001 | 392 | 206 7.47
Edema de manos 39 | 56% | 38 7% | <0,001 | 16,85 | 948 | 2996
Esclerodactilia 29 | 41% | 39 7% | <0,001 | 921 | 518 | 16,40
Telangiectasias 31 44% 77 14% | <0,001 4,85 2,86 8,24
Raynaud 70 100% 151 28% <0,001 No calculable
Séz?érg?ctgdad 24 | 34% | 43 | 8% | <0001 | 612 | 341 | 1096
g"u"’l‘r'::genséf‘gf”es 42 | 60% | 173 | 32% | <0,001 | 324 | 1,95 5,41
mﬁggsggones 50 | 71% | 132 | 24% | <0001 | 7.86 | 452 13,68
Mialgias 32 | 46% | 101 | 18% | <0,001 | 372 | 222 6,24
Debilidad 35 | 50% | 92 | 17% | <0,001 | 495 | 294 8,31
ﬁ}ﬂ;‘f{:}g;snz'mas 45 | 64% | 97 | 18% | <0,001 | 835 | 489 | 1427
Adenopatias 28 40% 93 17% | <0,001 3,25 1,92 5,52
FR 38 | 54% | 167 | 31% | <0001 | 2,70 | 1,63 4,47
anti-U1-RNP (IB) 55 | 86% | 74 | 20% | <0001 | 2502 | 11,83 | 52,93
anti-U1-RNP-70kd | 36 | 56% | 29 8% | <0001 | 1525 | 818 | 2842
anti-U1-RNP-A 50 | 78% | 55 | 15% | <0,001 | 20,65 | 10,69 | 39,88
anti-U1-RNP-C 38 | 59% | 54 | 14% | <0001 | 863 | 485 | 1536
?£|t_l| g i) RNP 69 | 99% | 104 | 19% | <0,001 | 290,60 | 39.90 | 2116.66

EMTC: Enfermedad mixta de tejido conectivo; ESC: esclerosis sistémica cutdanea; PDM: poli-dermatomiositis; FR:
factor reumatoide; IB: immunoblotting; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

Tabla 12. Variables relacionadas con presentar EMTC seropositiva segun criterios de Kasukawa
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EMTC

= No EMTC

seropositiva

n % n % p OR IC 95% OR

ESC 24 | 39% | 74 | 13% | <0,001 | 4,284 2.432 7,548
PDM 24 | 39% | 89 | 15% | <0,001 | 3.456 1,977 6,043
Artritis 56 | 90% | 313 | 54% | <0,001 | 7,842 3,326 | 18,491
Edema de manos 40 65% 39 7% | <0,001 25,035 13,556 46,234
Esclerodermia difusa 14 23% 35 6% <0,001 4,508 2,269 8,957
Esclerodactilia 26 | 42% | 45 | 8% | <0,001 | 8522 | 4,728 | 15,360
Telangiectacias 27 | 44% | 93 | 16% | <0,001 | 4,006 2314 | 6,937
Fenomeno de 62 | 100% | 177 | 31% | <0,001 No calculable
Raynaud
Hipomotilidad 22 | 35% | 51 | 9% | <0001 | 5662 | 3,125 | 10,259
esofagica
Manifestaciones 49 | 79% | 142 | 25% | <0,001 | 11,520 | 6,073 | 21,851
musculares
Mialgias 31 | 50% | 107 | 19% | <0,001 | 4,383 2554 | 7,524
Debilidad 34 | 55% | 97 | 17% | <0,001 | 5,996 3,474 | 10,349
Aumento de enzimas |, | 7194 | 105 | 18% | <0,001 | 10965 | 6,092 | 19,737
musculares
Adenopatias 25 | 40% | 101 | 18% | <0,001 | 3,178 1,832 5,513
FR 35 | 56% | 174 | 30% | <0,001 | 2,995 1,758 | 5,101
anti-U1-RNP (IB) 50 | 88% | 78 | 19% | <0,001 | 29,853 | 13,035 | 68,370
anti-U1-RNP-70 kd 33 | 58% | 32 | 8% | <0,001 | 15813 | 8,355 | 29.926
anti-U1-RNP-A 45 | 79% | 59 | 15% | <0,001 | 21,674 | 10,826 | 43,392
anti-U1-RNP-C 36 | 63% | 55 | 14% | <0,001 | 10,753 | 5,850 | 19,766
anti-UL-RNP (ELISA) | 60 | 97% | 113 | 20% | <0,001 | 121,593 | 29,280 | 504,947

EMTC: Enfermedad mixta de tejido conectivo; FR: factor reumatoide; IB: immunoblotting; ELISA: enzyme-linked

immunosorbent assay

Tabla 13. Variables relacionadas con EMTC seropositiva segun criterios de Alarcon-Segovia
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Kasukawa Alarcén-Segovia

ESC * *
ESC difusa * *
PDM * *
Artritis * *
Edema de manos * *
Esclerodactilia * *
Telangectacias * *
Fendémeno de Raynaud * *
Hipomotilidad esofagica * *
Manifestaciones pulmonares *

Manifestaciones musculares * *
Mialgias * *
Debilidad * *
Aumento de enzimas musculares * *
Adenopatias * *
FR * *
anti-U1-RNP (IB) * *
anti-U1-RNP-70 kd * *
anti-U1-RNP-A * *
anti-U1-RNP-C * *
anti-U1-RNP (ELISA) * *

EMTC: Enfermedad mixta de tejido conectivo; ESC: esclerosis sistémica cutdnea; PDM: poli-dermatomiositis; FR:
factor reumatoide; IB: immunoblotting; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

Tabla 14. Variables relacionadas con EMTC seropositiva (vs pacientes sin EMTC)
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b- EMTC seronegativa vs casos sin EMTC

Con respecto a los pacientes sin EMTC, los pacientes con EMTC seronegativa
presentaban un aumento significativo de ESC, ESC difusa, so-ERAS, manos
edematosas, microstomia, esclerodactilia, telangiectasias, calcinosis, Ulceras digitales,
fendmeno de Raynaud, hipomotilidad esofagica, manifestaciones pulmonares (fibrosis
pulmonar), miocarditis, arritmias, manifestaciones musculares (aumento de enzimas
musculares), ANA con patron nucleolar y anticuerpos anti-topoisomerasa-1/Scl70. Los
pacientes sin EMTC presentaban un aumento significativo de eritema malar y

anticuerpos anti-DNA (tablas 15 y 16).

La tabla 17 a continuacion muestra una version simplificada y comparativa de
las tablas 15y 16, en donde las variables que estan relacionadas con presentar EMTC
seronegativa presentan un asterisco (*) en la columna correspondiente a los criterios

de clasificacion.
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EMTC

seronegativa NOIEMTIC
n % n % p OR IC 95% OR
LES 19 26% | 417 | 76% | <0,001 | 0108 | 0062 | 0,188
ESC 45 61% | 62 | 11% | <0,001 | 12,138 | 7,099 | 20,755
ESC difusa 23 31% | 27 | 5% | <0,001 | 8519 | 4560 | 15914
Solapamiento 15 20% | 37 | 7% | <0,001 | 3504 | 1,815 | 6,765
Eritema malar 8 11% | 183 | 33% | <0,001 | 0,238 | 0,112 | 0,505
Edema de manos 31 41% | 38 | 7% | <0,001 | 9437 | 5361 | 16,614
Microstomia 16 21% | 18 | 3% | <0,001 | 7,970 | 3,859 | 16458
Esclerodactilia 28 37% | 39 | 7% | <0,001 | 7,760 | 47388 | 13723
Telangiectasias 41 55% 77 14% <0,001 | 7,361 4,400 12,313
Calcinosis 15 20% 16 3% <0,001 8,297 3,906 17,622
Ulceras digitales 37 49% | 60 | 11% | <0,001 | 7,903 | 4,670 | 13,375
Ezgﬁ?fdno de 69 92% | 151 | 28% | <0,001 | 30,159 | 12,826 | 70,916
S;%?%?ggdad 29 39% | 43 | 8% | <0,001 | 7,389 | 4,223 | 12,928
'g"u"’}m‘;enséf‘gf“es 50 67% | 173 | 32% | <0,001 | 4,324 | 2,589 | 7,220
Fibrosis pulmonar 31 41% | 38 | 7% | <0,001 | 9437 | 5361 | 16,614
Miocarditis 7 9% 7 1% | <0,001 | 7,941 | 2,703 | 23328
Arritmias 17 23% | 43 | 8% | <0,001 | 3435 | 1,841 | 6,411
mggﬁfgf‘g’“es 38 51% | 132 | 24% | <0,001 | 3,229 | 1,972 | 5288
g‘:{:flﬂ;orfsnz'mas 35 47% | 97 | 18% | <0,001 | 4,059 | 2452 | 6719
ﬁyﬁegﬁﬁon 22 20% | 50 9% | <0,001 | 4126 | 2320 | 7,339
Anti-DNA 14 20% | 326 | 61% | <0,001 | 0159 | 0,086 | 0,292
Anti-Scl 70 15 21% | 15 | 4% | <0,001 | 6,702 | 3,110 | 14.444

EMTC: Enfermedad mixta de tejido conectivo; LES: lupus eritematoso sistémico; ESC: esclerosis sistémica cutanea;

ANA: anticuerpos antinucleares; DNA: 4cido desoxiribonucleico

Tabla 15. Variables relacionadas con EMTC seronegativa segun criterios de Kasukawa
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EMTC
seronegativa MO ISIE
n % n % p OR IC 95% OR

LES 13 | 25% | 429 | 74% | <0,001 | 0111 | 0058 | 0214
ESC 33 | 62% | 74 | 13% | <0,001 | 11,193 | 6,102 | 20532
ESC difusa 14 | 26% | 35 | 6% | <0001 | 5410 | 2,692 | 10,873
Solapamiento 12 23% 40 7% | <0,001 3,922 1911 8,050
Artritis 46 | 85% | 313 | 54% | <0001 | 4,831 | 2,240 | 10419
iii@g de 20 | 54% | 39 | 7% | <0001 | 15972 | 8542 | 29868
Microstomia 13 24% 21 4% <0,001 8,380 3,915 17,935
Esclerodactilia 25 | 46% | 45 | 8% | <0,001 | 10,172 | 5497 | 18,823
Telangiectasias 20 | 54% | 93 | 16% | <0,001 | 6,025 | 3,376 | 10,751
Calcinosis 11 | 20% | 20 | 3% | <0,001 | 7,112 | 3,200 | 15,803
Ulceras digitales 26 48% 72 13% | <0,001 6,500 3,610 11,704
Ezgﬂgf d”O de 51 | 94% | 177 | 31% | <0,001 | 38,322 | 11,802 | 124.436
l‘;‘;’%‘i’gg'dad 23 | 43% | 51 | 9% | <0,001 | 7,638 | 4,145 | 14,073
Ehblrrr?;far 20 | 37% | 54 | 9% | <0001 | 5686 | 3,061 | 10563
mggﬁfgf‘g’“es 20 | 54% | 142 | 25% | <0,001 | 3,545 | 2,010 | 6,253
Aumento de

enzimas 28 | 52% | 105 | 18% | <0,001 | 4,831 | 2,721 | 8578
musculares

'r\]"earggf;?gcif:fs 24 | 44% | 407 | 71% | <0001 | 0332 | 0189 | 0,585
ﬁyﬁegﬁf’” 17 | 31% | 55 |10% | <0001 | 4352 | 2300 | 8237
Anti-DNA 10 | 20% | 334 |59% | <0001 | 0175 | 0086 | 0,358

EMTC: Enfermedad mixta de tejido conectivo; LES: lupus eritematoso sistémico; ESC: esclerosis sistémica cutanea;
ANA: anticuerpos antinucleares; DNA: dcido deoxiribonucleico

Tabla 16. Variables relacionadas con EMTC seronegativa segun criterios de Alarcon-Segovia
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Kasukawa Alarcén-Segovia

ESC * *
Solapamiento * *
Artritis *
Edema de manos * *
Esclerodermia difusa * *
Esclerodactilia * *
Telangiectasias * *
Fenémeno de Raynaud * *
Hipomotilidad esofégica * *
Microstomia * *
Calcinosis * *
Ulceras digitales * *
Manifestaciones pulmonares *

Fibrosis pulmonar * *
Manifestaciones musculares * *
Aumento enzimas musculares * *
Eritema malar *

Miocarditis *

Arritmias *

ANA patrén nucleolar * *
Anti-Scl 70 *

EMTC: Enfermedad mixta de tejido conectivo; LES: lupus eritematoso sistémico, ESC: esclerosis sistémica cutanea,
ANA: anticuerpos antinucleares, ADN: acido deoxiribonucleico

Tabla 17. Variables que estan relacionadas con presentar EMTC seronegativa cuando se compara
alos pacientes con EMTC seronegativa vs pacientes sin EMTC
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En resumen, tanto en la EMTC seropositiva como en la EMTC seronegativa, se
encontré una asociacion estadisticamente significativa con manifestaciones de ESC
(ESC difusa, esclerodactilia, manos edematosas, telangiectasias, fenémeno de
Raynaud, hipomotilidad esofégica, manifestaciones pulmonares), artritis, miocarditis y
miositis al compararlos con la poblacion total de pacientes sin EMTC. El grupo de
pacientes sin EMTC se asociaba significativamente con la deteccién de anticuerpos

anti-ADN y manifestaciones tipicas de LES (eritema malar y citopenias).

Modelos para predecir o explicar la ausencia de anti-U1-RNP

En la tercera fase del estudio se ajustaron varios modelos de regresion
logistica binaria para predecir o explicar la presencia del anticuerpo anti-U1-RNP a
partir de un conjunto de variables predictoras cuya importancia se valord
secuencialmente por bloques. Se buscaron las variables asociadas significativamente
con la ausencia de anticuerpos anti-U1-RNP (EMTC seronegativa) en personas que
cumplian con los criterios clinicos de EMTC. Es decir, para todas las personas con los
criterios clinicos, comparamos las que son seronegativas (sin anticuerpos anti-U1-
RNP) con las que son seropositivas (con anticuerpos anti-U1-RNP) y vemos que otras
variables se asocian al hecho de ser seronegativo. Los modelos de regresion logistica
binaria para predecir o explicar la ausencia de anticuerpos anti-U1-RNP son los

siguientes:

a) EMTC seronegativa (Kasukawa): Modelo de regresion logistica binaria 1

Como variables independientes se propusieron el diagnéstico de LES, las
manifestaciones hematolégicas, la leucopenia y la deteccién de anticuerpos anti-Sm,

todas ellas variables dicotdmicas. Las variables con odds ratio <1 son factores que
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aumentan la probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP en esta muestra. Por
tanto, el diagnéstico de LES (OR=0,288), la leucopenia (OR=0,348) y los anticuerpos
anti-Sm (OR=0,078) aumentaban la probabilidad de presentar anticuerpos anti-URNP

y no se relacionan con la EMTC seronegativa (tabla 18).

(n=145) 5 g:ﬁ; IC ?5% para OF.Q
Inferior | Superior

anti-Sm 0,019 0,079 0,010 0,655

LES 0,004 0,288 0,125 0,665

Leucopenia| 0,013 0,348 0,151 0,799

Tabla 18 Modelo de regresion logistica con EMTC seronegativa segun criterios de Kasukawa como
variable dependiente

b) EMTC seronegativa (Kasukawa): Modelo de regresidn logistica binaria 2

Para este modelo se usaron so6lo los casos con criterios clinicos de Kasukawa
para el diagnéstico de EMTC (n=145). Vemos qué variables se asocian
significativamente con la ausencia de anticuerpos anti-U1-RNP en la poblacion de

personas que cumplian con los criterios de Kasukawa (tabla 19).
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IC 95% para OR

n =143 p Odds Ratio
Inferior | Superior
LES 0,000 0,204 0,088 0,472
FR 0,010 0,324 0,138 0,759
Ulceras digitales | 0,048 2,503 1,007 6,226
ANA nucleolar 0,028 3,748 1,157 12,140

Tabla 19. Modelo de regresién logistica con EMTC seronegativa segun criterios de Kasukawa
como variable dependiente

Las variables LES y FR tienen odds ratio <1 por lo que su presencia
aumentaba la probabilidad de presentar anticuerpos anti-UL-RNP en esta muestra.
Las variables con odds ratio >1 son factores que disminuyen la probabilidad de
presentar anticuerpos anti-U1-RNP. Por tanto, el desarrollo de Ulceras digitales
(OR=2.508) y la deteccion de ANA con patron nucleolar (OR=3.748) se relacionaban
con EMTC seronegativa, disminuyendo la probabilidad de presentar anticuerpos anti-
U1-RNP. Este modelo consigue clasificar correctamente el 73.4% de los casos (75.4%

de especificidad, 71.6% de sensibilidad).

c) EMTC seronegativa (Alarcén-Segovia): Modelo de regresién logistica binaria 3

Para este modelo se usan sélo los casos que cumplen con los criterios de
Alarcon-Segovia para el diagnéstico de EMTC (n = 116). Ahora estudiamos qué
variables se asocian significativamente con la presencia de anticuerpos anti-U1-RNP
en la poblacion de personas que cumplen con los criterios de Alarcén-Segovia para
EMTC. Es decir, para todas las personas que cumplen con los criterios, comparamos
las que son seronegativas con las que no y vemos que otras variables se asocian al

hecho de ser seronegativo. Todas las variables son categéricas.
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Las variables con una odds ratio <1 son factores cuya presencia aumenta la
probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP en esta muestra. Cuando la
variable dependiente o criterio de la regresion es EMTC seronegativa segun criterios
de Alarcon-Segovia, el diagnostico de LES (OR=0,000) y la leucopenia (OR=0,045)
aumentaban la probabilidad de presentar anticuerpos anti-URNP y no se relacionan

con la EMTC seronegativa (tabla 20).

Odds IC 95% para OR
(n=116) p _
Ee Inferior | Superior
LES 0,000 0,154 0,060 0,396
Leucopenia| 0,045 0,357 0,130 0,977

Tabla 20. Modelo de regresion logistica con EMTC seronegativa segun criterios de Alarcén-
Segovia como variable dependiente

d) EMTC seronegativa (Alarcén-Segovia): Modelo de regresion logistica binaria 4

Las variables con una odds ratio <1 son factores cuya presencia aumenta la
probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP en esta muestra. Esta variable fue
el diagnostico de LES (OR=0,097). Las variables con una odds ratio >1 son factores
que disminuyen la probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP. Estas variables
fueron ANA patrén nucleolar (OR=4,081) y el sexo femenino (OR = 13,319) (tabla 21).
Este modelo consigue clasificar correctamente el 74.6% de los casos (78.7% de

especificidad, 69.8% de sensibilidad).
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Odds IC 95% para OR
n=114 p - :
Ratio Inferior | Superior
LES 0,000 0,097 0,037 0,253
Mujer 0,008 13,319 1,973 89,906
ANA nucleolar | 0,032 4,081 1,132 14,710

Tabla 21. Modelo de regresién logistica con EMTC seronegativa segun criterios de Alarcon-
Segovia como variable dependiente

Este modelo consigue clasificar correctamente el 74.6% de los casos (78.7%

de especificidad, 69.8% de sensibilidad).

e) Anticuerpos anti-U1-RNP _en poblacién total: Modelo de regresion logistica binaria

5

Se estudian las variables asociadas a la presencia de anticuerpos anti-RNP
detectados por ELISA en la poblacién total. Las variables categ6ricas con una odds
ratio >1 son factores que aumentan la probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-
RNP. Estas variables fueron el diagnéstico de LES (OR=5,192), la artritis (OR=1,955),
el fenbmeno de Raynaud (OR=3,075), la rigidez matutina (OR=1,669) y la
esclerodactilia (OR=2,273). La variable so-ERAS tiene una odds ratio <1 (OR=0,383)
por lo que en estos pacientes la probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP

estaba disminuida (tabla 22).
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Odds IC 95% para OR
n =682 p Rati - -
alio | |nferior | Superior

LES 0,000 5,192 2,763 9,757

so-ERAS 0,020 0,383 0,171 0,860

Artritis 0,004 1,955 1,237 3,090

Fenomeno de 0,000 3,075 2,016 4,691
Raynaud

Rigidez 0,030 1,669 1,049 2,654

Esclerodactilia 0,020 2,273 1,140 4,532

LES: lupus eritematoso sistémico, so-ERAS: solapamiento de enfermedades reumaticas autoinmunes sistémicas

Tabla 22. Modelo de regresién logistica con anticuerpos anti-U1-RNP detectados por ELISA en la
poblacién total como variable dependiente

Este modelo consigue clasificar correctamente el 78.2% de los casos (93.9%

de especificidad, 31.8% de sensibilidad).

f) Anticuerpos anti-U1-RNP _en pacientes con criterios clinicos de EMTC

(seropositivos mas seronegativos) segun los criterios de Kasukawa: Modelo de

regresion logistica binaria 6

Para este modelo se usan todos los casos que cumplen con los criterios de
Kasukawa para el diagndstico de EMTC (n = 143), sean seropositivos 0 seronegativos.
Se estudian las variables independientes asociadas a la presencia de anticuerpos anti-
U1l-RNP en los pacientes con criterios clinicos de EMTC seropositiva mas
seronegativa segun los criterios de Kasukawa. La variable dependiente o criterio de la
regresion son los anticuerpos anti-U1-RNP en pacientes que cumplen los criterios de

80



Kasukawa para EMTC, sean seropositivos (con anti-U1-RNP) o seronegativos (sin

anti-U1-RNP) (tabla 23).

n =143

Odds Ratio

IC 95% para OR

Inferior | Superior
LES 0,000| 5850 | 2,412 | 14,189
FR 0016| 2937 | 1,218 | 7,083
Ulceras digitales | 5 04q | 0393 | 0,155 | 0,995
Miocarditis 0,058 | 0205 | 0,040 | 1,054
ANAnucleolar | 5 007 | 0169 | 0047 | 0,615

LES: lupus eritematoso sistémico, FR: factor reumatoide, ANA: anticuerpos antinucleares

Tabla 23 Modelo de regresion logistica con anticuerpos anti-UL-RNP en pacientes con EMTC
seropositiva y seronegativa con criterios de Kasukawa como variable dependiente

El diagnostico de LES (OR=5,850) y el FR (OR=2,937) tienen una odds ratio >1

y aumentaban la probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP. Las variables

con una odds ratio <1 disminuyen la probabilidad de presentar anticuerpo anti-U1-RNP

en esta muestra. Estas variables fueron las Ulceras digitales (OR=0,393), la miocarditis

(OR=0,205) y los ANA con patrén nucleolar (OR=0,169).

Este modelo consigue clasificar correctamente el 76.2% de los casos (78.4%

de especificidad, 73.9% de sensibilidad).
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g) Anticuerpos anti-U1-RNP__en pacientes con__criterios _clinicos de EMTC

(seropositivos mas seronegativos) segun los criterios de Alarcén-Segovia: Modelo

de regresion logistica binaria 7

Para este modelo se usan todos los casos que cumplen con los criterios de
Alarcon-Segovia para el diagnostico de EMTC (n = 114), sean seropositivos o
seronegativos. Estudiamos qué variables se asocian significativamente con la
presencia de anticuerpos anti-U1-RNP en pacientes que cumplen con los criterios de
Alarcon-Segovia para EMTC, tengan o no anticuerpos anti-U1-RNP (seropositivos mas
seronegativos). Todas las variables son categoéricas (Tabla 24). Las variables con una
odds ratio >1 son factores que aumentan la probabilidad de presentar anticuerpos anti-
U1-RNP. Estas variables fueron diagnostico de LES (OR = 4,283) y FR (OR = 3,367).
Las variables con una odds ratio <1 son factores cuya presencia disminuye la
probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP en esta muestra. Estas variables
son fibrosis pulmonar (OR=0,162), Ulceras digitales (OR=0,318) y ANA patron

nucleolar (OR=0,030).

IC 95% para OR
n =114 y | Qeek AP _
Ratio | Inferior | Superior

LES 0,005 | 4283 | 1,549 11,839
Fibrosis
oulmonar 0,012 | 0,162 | 0,039 0,670
FR 0,024 | 3367 | 1,170 9,691
Ulceras 0037 | 0318 | 0108 0,936
digitales
ANA patron | 515 | 0141 | 0,030 0,652
nucleolar

LES: lupus eritematoso sistémico, FR: factor reumatoide, ANA: anticuerpos antinucleares

Tabla 24. Modelo de regresion logistica con anticuerpos anti-UL-RNP en pacientes con EMTC
seropositiva y seronegativa con criterios de Alarcon-Segovia como variable dependiente
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Este modelo consigue clasificar correctamente el 79.8% de los casos (83.3%

de especificidad, 76.7% de sensibilidad).

h) Anticuerpos anti-U1-RNP _en pacientes con criterios de LES: Modelo de regresion

logistica binaria 8

Para este modelo se usan todos los casos que tienen diagnosticado LES
(n=481). Todas las variables son categoéricas. Las variables ESC (OR=3.665), PDM
(OR=23.853), artritis (OR=1.695), fendbmeno de Raynaud (OR=2.362), rigidez matutina
(OR=1.954) y Uulceras digitales (OR=2.441) son factores que aumentaban la
probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP. Los so-ERAS disminuian la

probabilidad de presentar anticuerpos anti-U1-RNP (OR=0,064) (tabla 25).

Odds IC 95% para OR

n=1i4 P Ratio | Inferior | Superior
ESC 0,157 | 3,665 | 0,606 22,173
PDM 0,000 | 23,853 | 4,658 122,136
Solapamiento 0,001 | 0,064 0,013 0,305
Artritis 0,046 | 1,695 1,008 2,851

Fendmeno de Raynaud | 0,000 | 2,362 | 1,490 3,746

Rigidez 0,015] 1,954 | 1,141 3,347

Ulceras digitales 0,043 | 2,441 1,030 5,782

ESC: esclerosis sistémica cutanea, PDM: poli-dermatomiositis

Tabla 25. Modelo de regresion logistica con anticuerpos anti-U1-RNP detectados por ELISA en
pacientes con LES como variable dependiente

Este modelo consigue clasificar correctamente el 74.6% de los casos (94.2%

de especificidad, 31.8% de sensibilidad).
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DISCUSION
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La EMTC es una ERAS caracterizada por el desarrollo simultaneo o secuencial
de manifestaciones clinicas de LES, ESC y PDM, asociadas a la deteccion a titulos
elevados de anticuerpos anti-U1-RNP en el suero de los pacientes (5,49). En el campo
de la reumatologia el concepto de EMTC ha sido muy debatido a lo largo de los afios
(82,83). Hay quienes sostienen que es en realidad un so-ERAS o una fase
indiferenciada y temprana de otra enfermedad reumatolégica, de hecho, la EMTC
tiende a evolucionar de una fase inflamatoria a una fase esclerética en la mayoria de
los pacientes (54). No obstante, el concepto de EMTC como entidad definida se
asienta en la existencia de un patrén clinico determinado, un anticuerpo caracteristico
(anti-U1-RNP) y unos hallazgos inmunolégicos y genéticos especificos (82) como en

LES u otras ERAS definidas.

La descripcién original de Sharp (5), una condicibn benigna con buena
respuesta a corticoides y anticuerpos anti-RNP, no se ha sostenido a través del
tiempo, ya que desde luego no es una entidad benigna y algunos pacientes tienen las
caracteristicas clinicas sin los anticuerpos, y viceversa. Las principales entidades
consideradas “bien definidas” segun los criterios de clasificacién establecidos pueden
ser extremadamente heterogéneas y tener un amplio espectro de caracteristicas
clinicas. Un paciente puede ser clasificado como AR sin detectarse FR o ACPA, de
LES sin anticuerpos anti-ADN ni anti-Sm, ESC sin anticuerpos relacionados (anti-
topoisomerasa 1, anticentromero, anti-RNA polimerasa Ill), PDM sin anticuerpos
especificos de miositis (antisintetasas), SSP sin anticuerpos anti-Ro/SS-A o anti-
La/SS-B, so-ERAS (PDM, ESC) sin anticuerpos anti-PM/Scl o poliangeitis sin ANCA.
Recientemente, se han descrito SAF sin anticuerpos antifosfolipido (89). Ya existen,
aunque escasas, descripciones en la literatura y la percepcion de que la EMTC no

siempre es una enfermedad seropositiva (83,99,100).
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Este trabajo es el primero en comparar pacientes con EMTC (EMTC
seropositiva, criterios clinicos con anti-U1-RNP positivo) y pacientes con ERAS que
clinicamente se manifiestan como EMTC pero no presentan anticuerpos anti-U1-RNP
(EMTC seronegativa, criterios clinicos sin anti-U1-RNP). Algunos pacientes de esta
cohorte tenian manifestaciones de ERAS y cumplian criterios clinicos de EMTC en
ausencia de anticuerpos anti-U1-RNP, desde el inicio de la enfermedad y a lo largo de
su evolucion, tanto si se utilizan los criterios de clasificacion de Kasukawa como los
propuestos por Alarcén-Segovia. La EMTC seronegativa fue mas frecuente en la
cohorte que los diagnésticos de so-ERAS o vasculitis sistémicas y la frecuencia es

similar a la observada en el caso de la EMTC seropositiva.

La EMTC seronegativa era similar a la EMTC seropositiva en sus
caracteristicas demogréficas, con una edad de diagndstico comparable a la descrita
por Ungprasert et al. en la poblacién de Olmsted County, Minnesota (48,1 afios) (9) y
algo mayor que la de Gunnarsson et al. en Noruega (37,9 afios) (10). Los pacientes
con EMTC seropositiva presentaron mas fenédmeno de Raynaud y mas
manifestaciones de LES (adenopatias, eritema malar y leucopenia) y PDM (debilidad
muscular, aumento de enzimas musculares) que los pacientes con EMTC
seronegativa. En cambio, los pacientes con EMTC seronegativa tenian mas

diagndsticos de ESC y so-ERAS.

En ambos grupos, EMTC seropositiva y EMTC seronegativa, se encontré una
asociacion estadisticamente significativa con artritis, variables relacionadas con ESC
(esclerodactilia, manos edematosas, telangiectasias, microstomia, calcinosis, Ulceras

digitales fendmeno de Raynaud, hipomotilidad esofagica, manifestaciones
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pulmonares), PDM (debilidad muscular, aumento de enzimas musculares) y so-ERAS

con respecto a los pacientes con ERAS sin EMTC.

Los pacientes con EMTC seropositiva mostraron ademas una mayor asociacion
con adenopatias y FR; los pacientes con EMTC seronegativa tenian mas miocarditis,
citopenias, ANA con patron nucleolar y anticuerpos anti-Scl-70 (anti-topoisomerasa |).
Los pacientes con ERAS no-EMTC tenian un aumento significativo de manifestaciones
de LES (eritema malar, citopenias, anticuerpos anti-ADN) al compararlos con los
pacientes con EMTC seronegativa. En resumen, los pacientes con EMTC seronegativa
tenian mas manifestaciones de ESC y menos manifestaciones de LES y PDM que los
pacientes con EMTC seropositiva. Cuando comparamos con el grupo de ERAS sin
EMTC, tanto la EMTC seronegativa como la EMTC seropositiva presentaban mas

artritis, manifestaciones de ESC y manifestaciones de PDM.

La coexistencia del anti-U1-RNP con otros autoanticuerpos es un hallazgo
comun en pacientes con EMTC y tiene una influencia significativa en la expresion de la
enfermedad (28). Los sintomas clinicos y la presencia de un verdadero “solapamiento”
de autoanticuerpos sugieren que muchos de los factores inmunoldgicos que
intervienen en el desarrollo de ERAS definidas pueden participar en la patogenia de la
EMTC. Estos factores contribuyen a la activacion del sistema inmunoldgico a través de
la sefalizacién innata via TLR y otros receptores del sistema inmune innato, la
modificacion del antigeno RNP y sus ARN asociados, la hiperactivacién de células B,
la activacion anormal de células T y defectos en el aclaramiento de las células

apoptéticas y complejos inmunes (101).
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Aunque la deteccién de anticuerpos anti-U1-RNP forma parte de los criterios
diagnosticos para la EMTC, esto no implica que desempefien necesariamente un
papel determinante en el desarrollo de la enfermedad. La presencia de anticuerpos
anti-U1-RNP y de los distintos anti-ENA a lo largo de la evolucién de los pacientes no
siempre se mantiene y las concentraciones de anticuerpos pueden fluctuar e incluso
los anticuerpos anti-U1-RNP pueden desaparecer (102). Cappelli et al. describen en
su cohorte multicéntrica restrospectiva una positividad para el anti-UL-RNP en el
momento del diagndstico de 100% frente a 91% con una duracion media de la

enfermedad de 7,9+59 (54), lo cual implica que determinados pacientes

diagnosticados de EMTC han sido seronegativos en algin momento de su evolucion.

Por otra parte, los anticuerpos anti-UL-RNP no son especificos de la EMTC
pudiendo aparecer en pacientes con LES, otras ERAS definidas o, incluso, ningun
diagndstico concreto. Segun se ha descrito, entre un 20-40% de pacientes con LES, 2-
14% de pacientes con ESC y 6-9% de pacientes con PDM presentan anticuerpos anti-
Ul-RNP (54,103,104). En esta cohorte, un 20% de los pacientes sin EMTC

presentaban anticuerpos anti-U1-RNP.

Queda por establecer la relevancia de los antigenos U1-RNP para romper la
tolerancia y generar la respuesta autoinmune en el que se ha basado el desarrollo de
la EMTC vy si las respuestas inmunes al U1-RNP median las formas de lesién tisular
que se observan en la enfermedad (39). También esta por establecer la relaciéon entre
el anticuerpo y la actividad de la enfermedad, ya que se ha sugerido que su
desaparicion implica remision en ciertos pacientes (105) y que los titulos de anti-
U1RNA estarian en relacion con la actividad de la enfermedad en pacientes con LES y
so-ERAS (106).
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En esta cohorte, la probabilidad de tener anticuerpos anti-U1-RNP aumentaba
de manera significativa en pacientes con artritis, FR y manifestaciones de LES
(leucopenia y anticuerpos anti-Sm), ESC (fendmeno de Raynaud y esclerodactilia) o
PDM. Es conocida la relacion entre EMTC y LES (100,107,108), de hecho, si
aceptamos la EMTC como una entidad que por definicién abarca manifestaciones de
LES y esclerodermia, estos hallazgos son incluso esperables. La asociacion entre el
fendbmeno de Raynaud y el RNP también se ha descrito en la literatura (109). Furtado
et al. describen en pacientes con LES una asociacion significativa de las alteraciones
en la capilaroscopia con el fendbmeno de Raynaud y el anticuerpo anti-U1-RNP (110).
En este estudio, se hall6 una asociacion inversa entre la probabilidad de tener
anticuerpos anti-U1-RNP en pacientes con so-ERAS, miocarditis y manifestaciones de

ESC (ulceras digitales, fibrosis pulmonar, ANA patron nucleolar).

Si bien el concepto de EMTC parece clinicamente util, ya que identifica un
grupo de pacientes en los que puede haber manifestaciones potencialmente graves y
en los ultimos afios han aumentado nuestros conocimientos clinicos y epidemioldgicos
de la EMTC (9,10,21,28), aun es necesario unificar y probablemente replantear los
criterios de clasificacion de la enfermedad. En la EMTC no se han realizado estudios
extensos probablemente debido a: (1) las controversias sobre el concepto que pueden
haber empafiado el entusiasmo de algunos investigadores; (2) la aparente rareza de la
enfermedad; (3) la falta de definiciones claras para separar a la EMTC de los otras
ERAS; y (4) la ausencia de criterios de clasificacion internacionalmente aceptados que
dificulta la realizacion de estudios comparativos (111). También para los pacientes con
una posible EMTC seronegativa serd necesario realizar desarrollar estudios
prospectivos que valoren la historia natural de la enfermedad, en especial los posibles

biomarcadores clinicos y serolégicos desde el inicio de la enfermedad y a lo largo de
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su evolucion. La gravedad de sus manifestaciones clinicas y la acumulaciéon de dafio
organico sugieren que la EMTC seronegativa merece un seguimiento y tratamiento

adecuado, incluso en ausencia de una clasificacion formal en este momento.

Entre las fortalezas de este estudio destacan el elevado niumero de pacientes
evaluados, su aspecto longitudinal que permite valorar las caracteristicas especificas
de la enfermedad a través de un periodo prolongado de seguimiento en un grupo de
pacientes étnicamente homogéneos y la posibilidad, gracias al disefio del registro, de
comparar a los pacientes no sélo con otros diagnosticados de EMTC sino con el resto
de ERAS. Una de las principales limitaciones del estudio es la procedencia de los
pacientes del mismo centro hospitalario terciario, sin embargo, se trata de un hospital
de referencia en Madrid, representativo del espectro de ERAS que se observa en el
sur de Europa (112-115). Como los pacientes fueron evaluados por diferentes
médicos, se puede esperar cierta variabilidad inter-observador. Sin embargo, el
proceso de recoleccion de datos fue estrictamente estandarizado entre los miembros
del personal durante todo el periodo del estudio y evaluado siempre por el mismo

investigador.
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CONCLUSIONES
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Existen pacientes con manifestaciones clinicas caracteristicas de enfermedad
mixta del tejido conectivo que no presentan anticuerpos anti-U1-RNP detectables

en el suero a lo largo de su evolucion.

Los pacientes con enfermedad mixta del tejido conectivo seropositiva presentaron
mas fendbmeno de Raynaud y mas manifestaciones de lupus eritematoso sistémico
(adenopatias, eritema malar y leucopenia) y polimiositis-dermatomiositis (debilidad
muscular, aumento de enzimas musculares) que los pacientes con enfermedad
mixta del tejido conectivo seronegativa. En cambio, los pacientes con enfermedad
mixta del tejido conectivo seronegativa tenian mas diagndsticos de esclerosis
sistémica cutanea y sindrome de solapamiento de enfermedades reumaticas

autoinmunes sistémicas.

Con respecto a los pacientes sin enfermedad mixta del tejido conectivo, los
pacientes con enfermedad mixta del tejido conectivo seropositiva presentaban un
aumento significativo de manifestaciones de artritis, esclerosis sistémica cutdnea y
polimiositis-dermatomiositis coherente con el perfil de enfermedad mixta del tejido

conectivo clasica.

Con respecto a los pacientes sin enfermedad mixta del tejido conectivo, los
pacientes con enfermedad mixta del tejido conectivo seronegativa presentaron
también un aumento significativo de artritis, manifestaciones de esclerosis
sistémica cutdnea y polimiositis-dermatomiositis (aumento de enzimas musculares,

miocarditis).
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La probabilidad de tener anticuerpos anti-U1-RNP aumenta de manera significativa
en pacientes con artritis, factor reumatoide, manifestaciones de lupus eritematoso
sistémico (leucopenia y anticuerpos anti-Sm), esclerosis sistémica cutanea

(fendmeno de Raynaud y esclerodactilia) o polimiositis-dermatomiositis.

La probabilidad de no tener anticuerpos anti-Ul-RNP aumenta de manera
significativa en pacientes con sindrome de solapamiento de enfermedades
reumaticas autoinmunes sistémicas, miocarditis, fibrosis pulmonar y anticuerpos

antinucleares con patrén nucleolar.
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