Tesis doctorales

Efecto antibidtico in vitro sobre determinadas
funciones de los polimorfonucleares neutro6fi-
los de poblacién con patologias reumaticas,
con especial referencia a los enfermos con ar-
tritis reumatoide

Doctorando: José Valero Sdiz.

Directores: Dr. Victor Gotzens y Dr. Jordi Obach.
Departamento de Ciencias Morfolégicas. Facultad
de Medicina. Universidad de Barcelona.

Se estudian 2 de las funciones de los polimorfonu-
cleares (PMN): su capacidad de migracién hacia un
foco inflamatorio (quimiotaxis [QT]), y su capaci-
dad de fagocitosis (quimioluminiscencia [CL]). Para
ello se dispone de 2 técnicas: para la medida de la
capacidad de migracién se utiliz6 una variante de
la QT de los PMN en soporte de agarosa, que utili-
za como quimoatrayente el zymosan, segin la téc-
nica descrita por Adams, y para la medida de la ca-
pacidad de fagocitosis se utiliz6 la técnica de la
CL adaptada de James.

El planteamiento del trabajo consiste en estudiar
como afecta in vitro la presencia de ciertos antibi6-
ticos a dosis consideradas terapéuticas en la pobla-
cién normal, en algunas de las funciones de los
PMN (capacidad de migracién hacia un foco infla-
matorio y su capacidad de fagocitosis) en pobla-
ciébn con artritis reumatoide. También se trata de
ver qué diferencias existen, en estas funciones, con
respecto a la poblacién considerada normal.

La siguiente cuestion serfa ajustar las dosis de estos
antibioticos, cuando se precisen para alguna enfer-
medad afadida si es que las dosis no son correctas,
como consecuencia de haber sido alterada alguna
de las funciones anteriores.

Se estudian 3 antibidticos (ampicilina, gentamicina
y cefuroxima) en una poblacién con artritis reuma-
toide formada por 90 pacientes de edades com-
prendidas entre 43 y 82 afios (63 mujeres y 27 va-
rones) frente a una poblacién sana formada por 10
varones y 9 mujeres de edades comprendidas entre
20 y 60 afos.

Del estudio estadistico de los resultados obtenidos
se concluye que los enfermos con artritis reumatoi-
de tienen unos valores de CL (capacidad de fagoci-
tosis) y de QT (capacidad de migracién) disminuida
con respecto a la poblacién sana control, aunque
no de una forma estadisticamente significativa.

Los 3 antibioticos inhiben la QT (capacidad de mi-
gracion) de una forma estadisticamente significati-
va, frente a la poblacién control.

No hay diferencias estadisticamente significativas
entre los 3 antibiéticos para esta inhibicién, aunque
la que mas inhibe es la gentamicina.

Los 3 antibiéticos estimulan la CL (capacidad de fa-
gocitosis) tanto en la poblacién sana como en la de
control, pero no de forma estadisticamente signifi-
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cativa. La ampicilina es el antibiético que mas au-
menta la CL.

El sexo es un factor que no influye de forma signi-
ficativa en ninguna de las variables anteriores, pero
las mujeres tienen una QT (capacidad de migra-
cién) més elevada que los varones en ambas po-
blaciones, enfermos y controles. Los enfermos va-
rones y mujeres en tratamiento inmunosupresor y
con dosis bajas de corticoides presentan unos valo-
res de CL estadisticamente disminuidos con respec-
to a la poblacién sana control.

Con todo lo anterior, se concluye que es necesario
vigilar las dosis de antibi6ticos que se han de ad-
ministrar a este tipo de enfermos por el efecto que
tienen sobre su QT.

Participacion de los neuropéptidos: sustancia
P, péptido relacionado con el gen de la calcito-
nina y péptido intestinal vasoactivo en la infla-
macion articular. Correlacion con la liberacion
de citocinas

Doctorando: Eugenio de Miguel Mendieta.
Directores: Dr. Francisco Arnalich Fernandez y Dr.
Juan Gijén Bafios.

Servicio de Reumatologia. Hospital la Paz.
Universidad Auténoma de Madrid.

Objetivos

Estudiar la participaciéon del sistema nervioso y la
respuesta neurdégena en la inflamacién articular.
Como objetivos secundarios se estudia la correlacion
entre las concentraciones de neuropéptidos y la acti-
vidad inflamatoria en la artritis reumatoide y la inte-
rrelacién entre efectores neurégenos e inmunes.

Material y métodos

Estudio prospectivo en 104 personas distribuidas
en 4 grupos: 20 controles sanos, 20 pacientes con
gota, 22 pacientes con artrosis y 42 con artritis reu-
matoide. Determinacién de las concentraciones de
los siguientes neuropéptidos: sustancia P (SP), pép-
tido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) y péptido intestinal vasoactivo (VIP), me-
diante radioinmunoanélisis, y de las citocinas IL-1j3,
IL-2, IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o()
mediante radioinmunoanalisis y ELISA. Correlacion
de estas determinaciones con la actividad clinica en
la artritis reumatoide.

Resultados

Se han encontrado mayores concentraciones de
sustancia P y CGRP en el plasma de los pacientes
con enfermedades inflamatorias articulares que en
los controles sanos, y las diferencias son estadistica-
mente significativas al comparar la concentraciéon de
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CGRP de estos ultimos con la de los pacientes con
gota y artritis reumatoide. Asimismo, hemos hallado
elevaciones significativas de neuropéptidos en el li-
quido sinovial de pacientes con procesos con mar-
cada actividad inflamatoria como artritis reumatoide
y gota, en oposicién a los detectados en la artrosis,
proceso con baja actividad inflamatoria, lo que su-
giere la participacion de estos péptidos en la infla-
macién articular. En cuanto al papel inmunomodu-
lador de los neuropéptidos estudiados sobre la
produccién de citocinas encontramos numerosas
correlaciones estadisticamente significativas entre
neuropéptidos y citocinas, que apoyan el papel de
la sustancia P sobre la activacién de macréfagos y
linfocitos y la inhibicién sobre estas mismas células
de VIP y CGRP, resalta también el hecho de que los
neuropéptidos actiian como resultado de un balan-
ce biol6gico y no s6lo como mediadores aislados.

Conclusiones

Los neuropéptidos estudiados aparecen elevados
en el liquido sinovial en las enfermedades reumati-
cas con marcada actividad inflamatoria, y se ha de-
tectado el papel inmunomodulador de estos neuro-
péptidos en la produccién de citocinas.

Osteoporosis en la cirrosis hepatica avanzada.
Evolucion tras trasplante hepatico. Evoluciéon
de los mecanismos de osteopenia y su correla-
cion con la sintesis de IGF-I

Doctorando: José Maria Pego Reigosa.

Directores: Dr. Jorge Augusto Quiroga y Dr. José
Ignacio Herrero.

Departamento de Medicina Interna. Facultad de
Medicina. Universidad de Navarra.

Introduccién

Se conoce poco el efecto del trasplante hepatico
(TH) sobre el hueso.

Objetivos

Evaluar: a) la incidencia de osteopenia y fracturas
vertebrales (FV) en pacientes con cirrosis hepatica
avanzada (CHA) en espera de TH y ya trasplanta-
dos; b) el efecto del TH sobre la masa 6sea (MO) y
las FV; c¢) factores predictivos de MO baja y FV, y
d) el papel del factor de crecimiento similar a la in-
sulina tipo I (IGF-I) y sus proteinas ligadoras BP1 y
BP3 en la MO de estos enfermos.

Pacientes y métodos

Cuarenta y seis pacientes con CHA se distribuyeron
del siguiente modo: grupo A (n = 10 en espera de
TH) y grupo B (n = 36 trasplantados). Se evaltian en
T1 (momento de su inclusién) y T2 (un afio después
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de T1). Se realiz6 valoracion: a) clinica; b) analitica
(pardmetros del metabolismo 6seo, IGF-I, IGFBP1 e
IGFBP3); c¢) densitométrica, y d) radioldgica.

Resultados

La prevalencia de OP en los grupos Ay B fue del 10
y el 30%, respectivamente. La prevalencia de FV fue
del 10 y el 25%, respectivamente. El primer afio post-
TH la MO desciende, sobre todo en la cadera (8%).
Después asciende, sobre todo en los 12-24 meses
post-TH (4-6%). Los valores pre-TH de fosfatasa alca-
lina (FA) y GGT vy los valores de IGF-I e IGFBP3 en
T1 predicen una MO baja. En pacientes trasplanta-
dos, el valor de IGF-I en T1 se asocia positivamente
con el aumento de MO durante el afio de estudio.

Conclusiones

La colestasis pre-TH desempefia un papel en la OP
tras la intervencién. El primer afio post-TH es un
periodo critico. Tras el TH, la MO aumenta pese a
factores favorecedores de OP como la edad y la
corticoterapia. El eje IGF-I-IGFBP desempefia un
papel en la evolucién de la MO tras el TH.

Significacién fisopatologica de las monocinas
en la regulacion de la osteoclastosis
Doctorando: José de la Mata.

Director: Dr. Melchor Alvarez de Mon Soto.
Universidad de Alcald de Henares.

Introducciéon

Las monocinas interleucina-6 (IL-6), interleucina-1
(IL-1), factor de necrosis tumoral afa (TNF-o) y
PTH-rP son potentes factores estimuladores de la
resorcion 6sea que estimulan in vitro la
osteoclastosis (OCL) y estdn implicados en
multiples trastornos asociados a pérdida local o
sistémica de masa dsea, entre ellos, la
hipercalcemia tumoral (HT).

Objetivos

a) Determinar si la exposicién continuada a valores
elevados de monocinas y PTH-rP modifica in vivo
la OCL y su consiguiente repercusiéon en la induc-
cion de HT; b) precisar en qué estadios de madura-
cién osteocldstica acttian las mencionadas citocinas;
c) determinar el efecto regulador de la IL-6 sobre la
IL-1, TNF-o0 y PTH-rP en la HT, y d) identificar
efectos sistémicos asociados con la exposicién pro-
longada de valores elevados de IL-6.

Material y métodos

Un total de 1 x 107 células CHO (Chinese hamster
ovarian) transfectadas con ADN complementario
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de monocinas y PTH-rP se inocularon en los jamo-
nes de ratones machos BAIB c¢ nude (calvos). En
los experimentos en los que se analiz6 la interac-
cion entre 2 moléculas se inocularon tumores en
ambos jamones. El Ca** se determiné mediante fle-
botomia retroorbitaria a tiempos de 0, 7, 10, 12 difas
y en el momento del sacrificio (variable segin el
experimento). Tres estadios madurativos del osteo-
clasto se estudiaron al sacrificar a los ratones: el
precursor osteoclastico multipotencial mds tempra-
no, la unidad formadora de colonias granulocito-
macréfago; un precursor osteocldstico mas maduro,
las células multinucleadas TRAP (+) y osteoclastos
maduros.

Resultados
Células  Osteoclasto . .
UFC-GM TRA; ) maduro Hipercalcemia

IL-1 +++ +++ +++ +++
IL-6 +++ - - -
TNF-o - ++ ++ -
PTH-rP - ++++ ++++ ++++
IL-6 + IL-1 +++ +++ +++ ++++
IL-6 + TNF-o +++ ++++ ++++ ++

IL-6 + PTH-rP +++ +H+++ +H+++ +++++++

Ademas, la IL-6 produce, en este modelo, trombocitosis, caquexia y
un notable efecto antitumoral.

Conclusiones

Las monocinas cldsicamente implicadas en la pato-
genia de la HT poseen diferentes efectos activado-
res de la OCL, y aquellas que acttian en las fases
tempranas de este proceso son las que facilitan el
efecto hipercalcemiante de las que lo hacen en fa-
ses tardias.

Proteinas tau y hHesB. Nuevos autoantigenos
en el sindrome de Sjégren

Doctorando: Ivdn A. Ferraz Amaro.

Directores: Dr. Pablo Martin Vasallo y Dr. Tomds
Gonzélez Garcfia.

Universidad de La Laguna. Las Palmas de Gran
Canaria

Objetivos

Identificar nuevos autoantigenos en el sindrome de
Sjogren, haciendo especial hincapié en sus zmani-
festaciones neuroldgicas, y determinar la prevalen-
cia de estos nuevos autoanticuerpos en enfermos y
poblacién sana.

Meétodos

Muestreo en genoteca de expresion de cerebro hu-
mano en Agtl1 utilizando como sonda sueros de
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enfermos con sindrome de Sjogren con y sin mani-
festaciones neuroldgicas; método SEREX (serologi-
cal identification of antigens by recombinant ex-
pression cloning).

Resultados

Entre los clones de ADNc obtenidos habia algunos
ya conocidos como autoantigenos (La, NA-14, ARNr
28s, CENP-B y PDC E2) y otros que no se conocian
como tales: proteinas tau, WAVE, una proteina fija-
dora de guanina y una proteina no conocida en hu-
manos que recibié el nombre de proteina hHesB.
Se procedi6 a la sintesis recombinante de las protei-
nas tau y hHesB. Tras esto, ambas proteinas fueron
testadas mediante Western blot en 20 enfermos de
sindrome de Sjogren. Las bandas obtenidas en di-
chos Western blot fueron analizadas mediante pro-
grama informdtico (Scion Image NIH), y se proce-
di6 al analisis estadistico de estos valores.

Conclusion

Hemos llevado a cabo muestreos seriados de una
genoteca de expresiéon de cerebro humano utili-
zando como sonda sueros de pacientes afectados
de sindrome de Sjogren, y hemos clonado los
ADNc que codifican las siguientes proteinas que
se comportan como autoantigenos: La, proteina
PDC E2, ARNr 28s, proteina tau, proteina WAVE,
proteina NA-14 y proteina hHesB. Hemos encon-
trado un caradcter prevalente de la proteina tau y
hHesB como autoantigenos tanto en la poblacién
control como en la formada por pacientes afecta-
dos de sindrome de Sjogren. Hemos encontrado
un agrupamiento con una correlacién estadistica-
mente significativa (p < 0,002) entre el valor de
anticuerpos contra la proteina hHesB en los enfer-
mos con sindrome de Sjogren con respecto al gru-
po de controles.

Impacto de las enfermedades reumaticas en la
calidad de vida de los pacientes: medicion y
comparacién entre artritis reumatoide, espon-
dilitis anquilosante, lupus eritematoso genera-
lizado y osteoporosis

Doctorando: Rafael Ariza Ariza.

Director: Prof. Federico Navarro Sarabia.

Servicio de Reumatologia. Hospital Universitario
Virgen Macarena. Departamento de Medicina.
Facultad de Medicina. Universidad de Sevilla.

Introduccion

Es importante medir la calidad de vida relacionada
con la salud (CVRS) en los pacientes reumaticos. Es
necesario disponer de instrumentos adecuados en
nuestro medio.
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Objetivos principales

Estudiar la validez y la fiabilidad de las versiones
espanolas del BASFI y OPTQoL para medir la fun-
cion fisica en la espondilitis anquilosante (EA) y la
CVRS en la osteoporosis (OP), respectivamente.
Conocer la CVRS de los pacientes con EA, OP, lu-
pus eritematoso generalizado (LEG) y artritis reu-
matoide (AR).

Metodologia

Estudio transversal realizado en el Servicio de Reu-
matologia del Hospital Universitario Virgen Macare-
na de Sevilla. Pacientes con EA (criterios de NY),
OP (primaria), LEG (criterios ACR) y AR (criterios
ACR). Variables de enfermedad. Instrumentos espe-
cificos de CVRS y subdominios. Instrumentos gené-
ricos SF-36 (0 a 10, mejor a peor CVRS) y EuroQuol
(perfil salud EQ-PS de 0 a 2, de mejor a peor CVRS
y escala visual).

Resultados

Doscientos treinta y dos pacientes, 92 con EA
(edad media, 40,7 afios; mujeres/varones, 23/69),
45 con OP (66,3 afos; mujeres/varones, 43/2), 40
con LEG (38,8 anos; mujeres/varones, 35/5) y 55
con AR (45,8 anos; mujeres/varones, 40/15). Vali-
dez y fiabilidad del BASFI: correlacién con SF-36-
funcién fisica con r de 0,75 (p < 0,0001); rho (re-
producibilidad test-retest) de 0,91 (p < 0,0001);
consistencia interna con alfa de Cronbach de 0,92.
CVRS en EA: SF-36 escala fisica global (media [in-
tervalo de confianza del 95%)): 4,9 (4,3-5,4); SF-36
escala mental global: 3,7 (3,2-4,2); EQ-PS: 0,6 (0,5-
0,7). Validez y fiabilidad del OPTQoL: correlacién
con SF-36 global con r de 0,69 (p < 0,0001); OPT-
QoL distinguié entre pacientes con y sin fracturas
vertebrales; rho (reproducibilidad test-retest) de
0,99 (p < 0,0001); consistencia interna con alfa de
Cronbach > 0,82. CVRS en OP: SF-36 fisica global:
5,8 (5,1-6,5); SF-36 mental global: 4,7 (4-5,4); EQ-
PS: 0,9 (0,8-1). CVRS en LEG: SF-36 fisica global:
3,7 (2,8-4,5); SF-36 mental global: 4,4 (3,6-5,1); EQ-
PS: 0,5 (0,3-0,6). CVRS en AR: SF-36 fisica global: 5
(4,3-5,7); SF-36 mental global: 3,5 (2,8-4,1); EQ-PS:
0,7 (0,6-0,8).

Conclusiones

Las versiones espafiolas del BASFI y del OPTQoL
son vélidas y confiables para medir funcién fisica
en EA y CVRS en OP, respectivamente. La CVRS de
los pacientes con EA, OP y AR estd deteriorada en
mayor medida en el area fisica que en la mental.
En pacientes con LEG el deterioro tiende a ser ma-
yor en el drea mental que en la fisica.
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Antigenos HIA en pacientes con sindrome de
Sjogren primario (SSP) y asociaciéon con las
manifestaciones clinicas

Doctorando: Cristina Fernandez Carballido.
Director: Dr. José Andrés Romén Ivorra

Seccioén de Reumatologia. Hospital Universitario Dr.
Peset. Valencia. Centro de Transfusiones de la
Comunidad Valenciana.

Hipétesis

Aunque la relacion del SSP con el antigeno HLA
DR3 parece la mds establecida, existe variabilidad
genética, clinica e inmunolégica de los pacientes
con SSP de diferentes areas y razas que hace supo-
ner la existencia de diferencias inmunogenéticas.

Objetivos

Describir una muestra de pacientes con SSP; deter-
minar la prevalencia de los antigenos HLA en ellos
mismos y en una poblacién control (donantes sa-
nos) y calcular la asociacién con el SSP; comparar
los resultados con los de otras poblaciones y anali-
zar la relaciéon de los alelos y las manifestaciones
clinicas.

Pacientes y métodos

Un total de 121 pacientes con SSP (= 4 criterios eu-
ropeos modificados). En todos los pacientes se
descartd la presencia de enfermedades causantes
de SS secundario o de la aparicién de hipertrofia o
infiltracién linfocitaria glandular, a excepcién de la
infeccién por VHC. Hubo 116 mujeres y 5 varones,
con una edad media de 63 afios; el tiempo de se-
guimiento fue de 3,5 afios. Criterios EU: ojo seco
91,7%; boca seca 97,5%; Schirmer I < 5 ml: 83,5%;
flujo salival no estimulado < 1,5 ml: 65,3%; biopsias
glandulas salivares = 1 focus: 96,7%; anti-Ro y/o
anti-La: 28,9%. Tipificacion HLA: microlinfocitotoxi-
cidad.

Resultados

Los pacientes son clinica y serol6gicamente com-
parables a los de otras series, salvo por una menor
prevalencia de anticuerpos anti-Ro y anti-La. Los
anticuerpos se asocian con la presencia de leuco-
penia, hipergammaglobulinemia y aumento de
IgG, y existe una tendencia a desarrollar fenéme-
no de Raynaud. Los antigenos mds frecuentes en
los pacientes con SSP fueron: B56.22, DR1 y DR4.
El antigeno menos frecuente fue DR7. Existe una
tendencia a desarrollar alteraciones tiroideas en
los pacientes con HLA DR2 y fenémeno de Ray-
naud y anticuerpos anti-La en los pacientes con
HLA DRS3.
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Conclusiones

La existencia de distintos antigenos asociados con el
SSP en distintas poblaciones y la diferente prevalen-
cia de los autoanticuerpos apoya la hipétesis de la
existencia de diferencias inmunogenéticas en el SSP.

El papel del parvovirus B19, de los virus her-
pes y de la metaloproteinasa-2 y 9 en la etiopa-
togenia de la arteritis de células gigantes
Doctorando: Alicia Rodriguez Pla.

Directores: Dr. Joseph Angel Bosch Gil y Dr. José
Rosell6 Urgell.

Hospital Universitari Vall d’'Hebron. Barcelona.

Fundamento

La etiologia de la arteritis de células gigantes (ACG)
es desconocida y sus aspectos etiopatogénicos es-
tdn poco estudiados.

Objetivos

a) Estudiar la presencia de parvovirus B19 y de los
virus herpes en las arterias temporales positivas y
negativas para la ACG; b) estudiar la asociacién en-
tre la expresion de metaloproteinasa-2 (MMP-2) y 9
(MMP-9) y el resultado de la biopsia de la arteria
temporal (BAT), qué células las expresan y su loca-
lizacién; c¢) analizar si la presencia de estas MMP o
los virus se relaciona con las alteraciones histol6gi-
cas y con las variables clinicoepidemiolégicas de
los pacientes, y d) conocer cudles son los factores
predictores del resultado de la BAT.

Material y métodos

Se incluyeron todas las BAT valorables realizadas
de forma consecutiva en el Hospital Universitari
Vall d’'Hebron por sospecha clinica de ACG entre
enero de 1997 y marzo de 2002. Como criterios
anatomopatolégicos se utilizaron los del ACR. La
presencia de ADN viral se determiné mediante re-
accion en cadena de la polimerasa. Se realizaron
nuevas tinciones de hematoxilina-eosina, fibras
eldsticas y tricromicro de Masson. Los macréfagos
CD68, la MMP-2 y la MMP-9 se detectaron median-
te inmunohistoquimica. De las historias clinicas se
obtuvieron datos clinicos y epidemiolégicos. Para
el ajuste multivariable se utilizé la regresion logisti-
ca maltiple.
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Resultados

En el periodo en estudio se encontraron 147 BAT
validas, 50 (35%) positivas para ACG y 97 (66%)
negativas. Se recuperd la historia clinica de 125
pacientes, 46 (36,8%) con BAT (+) y 79 (63,2%)
BAT (-). No se encontré presencia de ADN de los
virus estudiados en ninguna de las BAT. La MMP-
9 se expresaba con mads frecuencia en BAT positi-
vas que negativas para ACG (odds ratio [OR]:
2,93; p = 0,005). Para la MMP-2 la diferencia no
fue estadisticamente significativa (p = 0,08). Am-
bas MMP se expresaban en macréfagos de la inti-
ma y de la media, cercanos a la ldmina eldstica
interna, en células gigantes y en células con apa-
riencia de musculo liso de la media y de la inti-
ma. La expresién de MMP-2 se relacioné de for-
ma inversa con la afectacion exclusiva de la
adventicia (p = 0,047) y de forma positiva con la
fiebre (p = 0,025). La MMP-9 se relacioné de for-
ma positiva con: hiperplasia intimal (0,037), dege-
neracion lamina elastica (0,0001), disminucion de
la luz (0,008), hipercolesterolemia (0,032) e hipe-
restesia craneal (0,009). Ajustando por variables
que podrian influir en el resultado de la biopsia
(edad, sexo, tiempo de evolucién de los sintomas
hasta la BAT, tratamiento previo con glucocorti-
coides y afo de realizacién de la biopsia), se
mantuvieron los resultados entre la expresion de
MMP-2 y MMP-9. El engrosamiento de la arteria
temporal, la disminucién de su pulso y la pérdida
de peso se asociaron de forma independiente con
el resultado de la biopsia, ajustando por edad,
sexo, dias de evolucién, tratamiento previo, afio
de realizacion, cefalea, hiperestesia craneal, clau-
dicacién mandibular, alteraciones visuales y velo-
cidad de sedimentacién globular (VSG).

Conclusiones

Ninguno de los virus estudiados parece estar im-
plicado en la etiopatogenia de la ACG. La MMP-9,
al contrario de la MMP-2, parece tener un papel
en dicha etiopatogenia. La MMP-9 se asocia con
la hipercolesterolemia y la MMP-2 con la fiebre.
El engrosamiento, la disminuciéon de la luz de la
arteria temporal y la pérdida de peso se han en-
contrado asociadas a una elevada probabilidad de
resultado positivo de la biopsia en los enfermos
estudiados.
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