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1.~ BSTUDIO INNUNOGERBTICO.

I.1.- PACIENTES.

Ran formado parte del estudio 65 pacientes diag-
nosticados de AH, todos ellos con confirmacién his-
tolégica de la enfermedad obtenida mediante biopsia de
la arteria temporal superficial. Diecisiete eran varo-
nes y 48 mujeres, de edades comprendidas entre 62 y 85
afios (x 73 afios). Treinta y cinco pacientes procedfan
del Hospital Clinico y Provincial de Barcelona, 25 del
Hospital General Valle Hebr6n, 2 del Hospital de N Sra
de la Esperanza, 1 del Hospital N Sra del Mar, 1 de la
Quinta de 8alud "La Alianza“® y 1 del Hospital Mutua de
Terrassa.

De cada enfermo se obtuvo informaci6n acerca de
las manifestaciones clinicas de la onfermedad, activi-
dad y tiempo de evolucién de la misma y tratamiento
seguido en el momento de ser evaluados. Los datos
clinicos de 31 pacientes fueron recogidos personalmente
en el momento en que se realiszé el diagnéstico. De los
restantes, la informaci6n se obtuvo retrospectivamente
a partir de la revisién de sus historias clinicas com-
pletada con una entrevista personal con cada paciente y

sus familiares.
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La existencia de PMR se estadblecié en bave a los

criterios de Bird y Esselinckx (62) (Tabla 6). Dada la
existencia de una biopsia tamporal positiva que garan-
tisaba el diagnéstico, Gnicaments se tomaron en con-
sideracién los criterios 1, 2, ¢ y 7. Al carecer la
PMR de alteracionss objetivas y puesto que sus carac-
terfisiticas se evaluaron de forma retrospectiva en los
pacientes en remisién, se entablecié el score detallado
en la tabla 7 para valorar su intensidad. De manera
similar a otros autores (48, 49, 267) los principales
datos tenidos en cuenta fueron el motivo de consulta y
la severidad de la PMR valorada en cuanto a limitacién
funcional y el tiempo que medié entre el inicio de la
PMR y el momento en que los pacientes requirieron aten-
cién wmédica, asumiendo gque a mayor tiempo de espsra
menor intensidad de los sintomas y viceversa. La PMR
se consider6 severa en los pacientes que obtenfian una

puntuacién igual o superior a 3.

Se consideraron en actividad aqguellos pacientes
evaluados antes de iniciar ' tratamiento o dentro de
la primera semana tras el inicio del mismo, as{ como
aguellos que, estando por mf: tiempo bajo tratamiento,
presentaban manifestaciones caracteristicas de 1l& en-
fermedad (signcz o sintomas craneales y/o PMR) y una

VSG (Westergren) superior o igual a 40 mm. a la primera



TABLA

6: CRITERIOS DE BIRD Y ESSELINCK PARA EL DIAG

NOSTICO DE PMR.

Dolor y/o rigidez simétrica en hombros.

Configuracidén completa del cuadro clinico en
£ 2 semanas.

VSG > 40.

Rigidez maturina de mas de 1 hora de duracién.
Edad>» a los 65 afios.

Depresion y/o pérdida de peso.

Dolor a la palpacién de la musculatura proximal
de los brazos.
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TABLA 7: VALORACION DE LA SEVERIDAD DE LA PMR.

MOTIVO PRINCIPAL DE CONSULTA

PMR

Manifestaciones craneales + PMR
Manifestaciones craneales o generales
PMR por interrogatorio dirigido

TIEMPO DE EVOLUCION DE LA PMR antes
de consuitar

% 3 meses

> ] meses

& 3 meses pero con remisidn espdn
tinea o con AINE

INTENSIDAD DE LA PMR

Pérdida de autonomia para cuidados
personales

Si hay pérdida de autonom{a pero
coexiste enfermedad rematolégica o
neuroldgica incapacitante

PUNTOS

Q- N W
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hora. Se consideraron en remisién aquellos enfermos

asintcméticos tratados durante un perfodo de tiempo
superior a una semana ¢ inferior a tres afios. Los
pacientes en remisifn con un tiempo de evolucién supe-
rior 2 3 afios se consideraron de larga evolucién.

I.2.- OBTENCION DE LAS MUBSTRAS.

Previo consentimiento explicito se extrajeron
mediante venopuncién 50 ml. de sangre a cada paciente.
En aquellos enfermos que recibian corticosteroides, la
extraccién se realizé a las 24 horas de la Gltima ad-
ministracién, puesto que estos fé&rmacos disminuyen la
adhesividad y la expresién de antigenos de clase II en
las células que poseen estos atributos ( 52, 147).
Ambas propiedades son fundamentales para la deteccidn
de los antigenos DR y DQ. Dado gque este efecto per-
siste Gnicamente 24 horas, con esta medida se consiguié
aumentar la calidad técnica del procedimiento y facili-
tar su interpretacion.

1.2.1.- OBTENCION DE LINPOCITOS.

Cuarenta nl. de sangre se colocaron en un
matras Brlenmeyer con bolitas de vidrio de 5 mm. de
di&metro en su interior (una bolita por ml. de sangre).
Seguidamente la sangre se desfibriné mediante suave
agitacién manual o mecénica durante 10 minutos. En los
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casos procedentes de otros centros, en este momento se
procedia al traslado de la muestra.

I1.2.1.1.- SEPARACION DE LINFPOCITOS TOTALRES.

El método empleado para obtener células mononu-
cleadas ha sido el descriio por Boyum (79). La sangre
del paciente problema, una vez desfibrinada, se tampona
con 1’'S veces su volumen (60 =ml.) de ?BS (phosphate-
buffered saline), pH 7’2 (Bio-mérieux).

Se preparan a continuacién unos 8-12 tubos de
ensayo con 3-4 ml. de Picoll-400 (Pharmacie)- Pielograf
(Juste) preparado a una densidad de 1.077. Si bien su
adecuada conservacién tiene lugar a 4°C. el Ficoll-
Pielograf debe utilizarse a temperatura ambiente. Se-
guidamente se deposita en cada tubo una jeringa de 10
ml. con aguja y sin émbolo. La sangre se vierte en su
interior y se desliza cuidadosamente por accién de la
gravedad por las paredes del tubo. Debe quedar deposi-
tada sobre el Picoll-Pielograf sin mezclarse formando
una interfase. Posteriormente se centrifugan los
tubos a 2.000 r.p.m. durante 25 minutos. Tras la cen-
trifugacién se obtienen en cada tubo 4 fases: en el
fondo los hematfes y granulocitos, seguidamente el
Picoll-Pielograf, por encima una corona de células

mononucleares y el resto plasma con PBS. Mediante una
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pipeta Pasteur se aspira cuidadosamente el anillo lin-
focitario. La suspensidén de linfocitos se centrifuga a
2.000 r.p.m. durante 10 minutos, se decanta y se resus-
pende en PBS. BEste lavado se repite 3 veces y toas el
Gltimo se suspende en 3 ml. de PBS.

La determinacién de antigenos de clase I, de dis-
tribucién précticamente universal, puede realisarse en
los linfocitos totales as{ obtenidos. Si se desea
determinar también los antigenos de clase 1II, presen-
tes en los linfocitos B, es necesario separar las po-
blaciones linfocitarias By T. Los linfocitos T se
utilizarin en este caso para identificar los antigenos
de clase I (A, By C) y los linfocitos B para deter-
minar los antigenos de clase II (DR y DQ).

I.2.1.2.- SEPARACION DE LINFOCITOS T Y B.

La técnica de separacién de los linfocitos Ty B
se basa en la adhesividad de estos dltimos a la fibra
de nylon cuando se hallan en condiciones metabllicas
adecuadas.

Para este procedimiento se requiere un medio de
cultivo que se prepara disolviendo 2’6 gr. del prepara-
do comercial RPMI-1.640 (Gibco) y 300 mg. de bicar-
bonato s6dico en 200 ml. de agua destilada. Se afiaden
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S0 ml. de suero de caballo previamente inactivado du-
rante 1 hora a 56°C., y 2'S ml. de tamp6n Hepes (Flow).
Bsta cantidad sirve para estudiar 2 casos. El medio de
cultivo debe permanecev tapado para mantener el pH y se
conserva a 37°C excepto 10 ml. que se guardan a tempe-
ratura ambiente.

Se pesan 300 mg. de fibra de nylon. Se esponja y
deshilacha uniformemente y con ella se llena una jerin-
ga de 5 ml. sin aguja. Se preparan 50 ml. de una solu-
cién 0°2 N de HCl y se lava 5 veces alternando 10 ml.
de la solucién de HCl y 10 ml. de agua destilada.
Finalmente se lava con 50 ml. de medio de cultivo. Se
obtura la punta, se llena la jeringa con medio de cul-
tivo, se tapa y se mantiens a 37°C. durante al menos

30 minutos.

Tras el tercer centrifugado y decantacién los
linfocitos se suspenden en 1 ml. de madio de cultivo.
La jeringa se destapa y con su émbolo ge reduce el
volumen del contenido en medio del cultivo y fibra de
nylon a 2 ml. Se vuelve a obturar la salida y se
vierte en ella, gota a <ota, la suspensién de linfoci-
tos procurando que contacte bien con la fibra. Se
acaba de llenar la jeringa con medio de cultivo, se
tapa y se incuba durante 30 minutos a 37°C en posicién
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vertical. Pasado este tiempo el contenido de la jerin-
ga se eluye en 10 ml. de wmedio de cultivo que arrastra
las células no adherentes (linfocitos T). 8Se lava la
fibra con S50 ml. adicionales de medic a 37°C que se
desprecian. Seguidamente se recoge la fibra, se coloca
en un colador, se expande y manipula cuidadosamente con
dos agujas y se lava con 10 ml. de medio de cultivo a
temperatura ambiente que arrastra los linfocitos B
previanente adheridos a la fibra. Quedan as{ separadas
las suspensiones de linfocitos T y B en 10 ml. de medio

de cultivo respectiamente.

1.2.2.- CBTENCION DE SUERO.

De los 50 ml. de sangre extraidos a cada pacien-
te, los 10 ml. restantes fueron transferidos a un tubo
de vidrio qus se mantuvo a temperatura ambiente. Al
cabo de 1 hora la muestra se centrifugé a 2.500 r.p.m.
durante 10 minutos y el suero obtenido se distribuy6 en

slicuotas y congelé a -70°C. hasta su utilizacioén.

I.3.- DETERMINACION DE LOS ANTIGENOS HLA.
En este estudio hemos utilizado el método de mi-
crolinfocitotoxicidad descrito por Terasaki (570).

Bn esencia, la técnica consiste en enfrentar los

linfocitos del paciente problema frente a sueros gque
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contienen anticuerpos contra aum del sistema HLA
de especificidad conocida. Cuando existe reaccidn, la
adicion de complemento produce lisis celular gque se
pone de manifiesto por la penetracitn en el interior de
las células de un colorante vital. La técnica tiene
lugar en las siguientes etapas:

I.3.1.- OBTENCION DE LOS SUEROS BSPECIFICOS.

Los sueros portadores de anticuerpos frente a
antigenos del sistema HLA provienen habitualmente de
donantes sensibilizados (pacientes politransfundidos o
mujeres gestantes o puérperas). Los sueros se enfren-
tan a un panel de células cuyos antigenos son conocidos
por haber sido testados con sueros de especificidad
internacionalmente homologada. Con el fin de disponer
de sueros miis especificos suele existir intercambio de
los mismos entre los distintos laboratorios de his-
tocompatibilidad.

I.3.2.~- PREPARACION DE LAS PLACAS DE TERASAKI.

La reaccién de citotoxicidad se realiza en sopor-
tes plésticos provistos de 60 pocillos distribufdos en
10 filas y 6 columnas, denominados placac de Terasaki.
Los pocillos se llenan de aceite de parafina y en su
interior se deposita mediante una microjeringa 1 ml. de

los sueros de especificidad conocida, seleccionados
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para abarcar el espectro de egpecificidades que se
deses determinar.

De los antigenos reconocidos en el Workshop de
Histocompatibilidad de 1964 (tabla 4), se han inves-
tigado en este estudio los expuestos en la tabla 8,
puesto que los restantes, descritos en otras etnias,
son excepcionales . nuestra poblacién. Para iden-
tificar a cada antigeno se incluian al menos 3 suerocs
20n0 © biespecificos. 8Se han utilizado, asf{, un total
de 179 sueros para identificar a los antigenos de clase
I (A, B, C) y 58 para los antigenos de clase II (DR y
DQ). Los antigenos de clase II Dw y DP no se han es-
tudiado puesto que su deteccidén no se realiza por me-
dios serolégicos sino mediante técnicas celulares:
cultivo 1linfocitario mirto y PLT (Primed Lymphocyte
Typing) o tipaje celular mediante linfocitos sensibili-
sados, respectivamente.

Una ves preparadas las placas, se congelan a-
70°C. hasta su utiliszacién.

I.3.3.- REACCION DE CITOTOXICIDAD.

Los linfocitos T y B separados se centrifugan, se
decantan de nuevo y se suspenden en 3 ml. y 1 ml. de
PBS respectivamente. Se cuenta el nGmero de células
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A2
A3
A9
Al
Awl9
A23
A24
A25
A26
A28
A29
A30
Al
A32
A33

TABLA 8:

BS
B?
B8
B12
B13
B14
B1E
B
Bw22
B27
B35S
B37
B38
B39
Bw41

Bwd

ANTIGENOS HLA ESTUDIADOS.

B44
B45S
Bwd47
B49
BwS0
BS1
BwS52
Bw53
Bw55
Bw57
Bw58
Bw60
Bw61

Bw62 -

Bw63

BwS

Cw2
Cw3
Cwd
Cw5
Cwb
Cw?
Cw8

DR DQ

DR1 DQw1
DR2 DQw2
DR3 DQw3
DR4

DRS

DRwb6

DRw?

DRw8

DRw9
DRwl(

DRwS52
DRw51
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con un contador (Coulter counter) y se ajustan a una
concentracién de 3x10 células/ml.

Seguidamente se distridbuye mediante una microje-
ringa (Hamilton) un microlitro de la solucién de lin-
focitos T en cada pocillo de las placas de Terasaki
previaments descongeladas que contienen antisueros
frente a antigenos de clase I, y un microlitro de lin-
focitos B en los pocillos de las placas que contienen
antisueros frente a antigenos de clase II. Debe procu-
rarse que la suspensidn inyectada contacte con la goti-
ta de antisuero preexistente suspendida en el aceite de
parafina. Se incuban a temperatura ambiente durante 30
minutos los linfocitos T y durante 60 minutos los lin-
focitos B. Al finalizar la incubacifén, mediante una
microjeringa mdltiple Hamilton se afiade a cada pocillo
S microlitros de suero fresco de conejo, como fuente de
complemento, y se incuban de nuevo durante 60 minutos
los linfocitos T y 120 minutos los linfocitos B. Du-
rante este periodo, al haber afiadido el complemento
contenido en el suero de conejo tiene lugar la reaccién
de citotoxicidad en aquellos pocillos donde ha existido
unién entre los antigenos HLA presentes en la membrana
de los linfocitos y sus anticuerpos especificos. Trans-
currido este tiempo se afiade a cada pocillo 3 microli-
tros del colorante vital eosina al 5% en solucién acuo-
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sa y, como fijador, 6 microlitros de formol al 30%
ta=ponado con NaOR a pH 7°20.

I.3.4.- LECTURA B INTERPRETACION DE LOS RESUL-
TADOS .

Trancurrida 1 hora, una vez finalisada la técnica,
puede efectuarse la lectura de las placas en un micros-
copio invertido de contraste de fase. BEn este estudio
se ha utiliszsado un Leits (Diavert) a un aumento de
100x.

En los pocillos donde no ha existido reaccién, los
linfocitos aparecen como pequefias esferas refringentes.
81 la reaccién de citotoxicidad ha sido positiva, las
células sparecen de mayor tamafio y tefiidas de color

rojo oscuro en un porcentaje variable.

La intensidad de la reaccién citotéxica se evalda
en una escala de 0 a 8 en cifras pares, segin el por-
centaje aproximado de células 1lisadas estimado sub-
jetivamente. Asf, 0 equivale a una citotoxicidad que
afecta al menos al 208 de las células, 2 a un 20-40%, 4
a un 40-60%, 6 a un 60-80% y 8 a un 80-100% . Se con-
sidera positiva la reaccién a partir de 4 puntos, dado
que puede existir cierta mortalidad inespecifica por la
manipulacién a que son scmetidas las células, mis cons-
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tante en el caso de los linfocitos B cuya separacién es

mis traumftica. Las placas incluyen un control negati-
vo sin anti suero que valora la mortalidad de base. la
viabilidad de las células puede evaluarse antes del
montaje de las placas mediante tincifn con el colorante
vital asul Tripén (Gibco). Bl grado de citotoxicidad
obtenida en las reacciones para antigenos de clase I
suele ser del 80-100%8 . Para los antigenos de clase II
el porcentajs suele ser inferior dado que siempre suele
existir cierta contaminacion por linfocitos T. En la
placa se incluye un control positivo anti-DR monomér-
fico que indica el porcentaje de contaminacién por
celflas T y se valora como el 1008 de positividad La
interpretacitn es, pues, més dificultosa para los ant{-
genos de clase II. Generalmente se utiliszan varios
sueros distintos para identificar a cada antigeno y se
requiere positividad en la mayoria de ellos para con-
siderar a las células portadoras del mismo. Para es-
tablecer el resultado defiritivo se exige concordancia
en la lectura realizada separadamente por dos experi-

mentadores.

1.3.5.- GRUPO CONTROL.

Bl grupo control para la valoracién de los antige-
nos de histocompatibilidad estuvo formado por 200 do-
nantes de Srganos procedentes de la misma &rea geogré-
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fica y sin vinculos familiares entre si. No se utiliszé

una poblaci: 1 de la misma distribucién de edad y sexo
puesto que la prevalencia de los antigenos HLA en las
poblaciones no resulta influenciada por estos par&me-
tros (43).

I.4.- DETERMINACIONES SEROLOGICAS.

I.4.1.~ DETECCION DE COMPLEJOS INMUNRS CIRCULAN-
TES.

Los complejos inmunes circulantes (CI) se han
determinado mediante una técnica de unién a la con-
glutinina en fase s6lida. La conglutinina es una pro-
teina bovina que tiene la propiedad de unirse especifi-
camente al Cidi o forma inactivada del C3b y, por
tanto, constituye un ligando adecuado para la deteccifn
de CI fijados al complemento.

Para ello se ha utilizado un método inmunoenzimé-
tico (ELISA) competitivo, basado en la competitividad
de los CI con un inmunocomplejo experimental (f galac-
tosidasa-anti-p galactosidasa) cuyo antigeno posee
actividad enszimética. Los CI compiten con el inmuno-
complejo experimental, en presencia de complemento, por
unirse a la conglutinina a nivel de sus receptores para
el C3bi. La cantidad del complejo B galactosidasa-
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anti-f galactosidasa y, por tanto, la actividad en-
simética detectable en la fase sllida al final de la
reaccién es inversamente proporcional a la concentra-
cién de los CI de la muestra o de la IgG agregada que
constituye el control positivo. Como substrato en-
gimbtico se utilisza el O-NPG (Orto-nitro-fenil-galac-
topiranfsido) y la medida del producto de la reaccién
(orto-nitro-fenol) se realisza mediante un espectrofoté-
metro a 420 nm. Los productos utilizados se hallan
incluidos en el Kit comercial Quantiplex CIC determina-
tion conglutinin-binding BEIA (Kallestad). Los resul-
tados se expresan como coeficiente de inhibicién por-
centual seglGn la férmula:

1 - DO muestra. _ x 100
DO control negativo
donde DO significa densidad éptica.

Para la deteccién de CI se utilizaron alfcuotas
del suero obtenido de los pacientes previamente y con-
gelado a -70°. Los sueros se descongelaron a tempera-
tura ambierte y se diluyeron al 50% en PBS, pH 7.0
(Bio-Mérieux). Doscientos microlitros de la dilucién
del suero problema y 200 de la muestra control se in-
cubaron en 200 microlitros de anti-f galactosidasa
obtenida en caballo, 100 microlitros de complemento

bovino, S0 microlitros de p galactosidasa y una es-
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ferita de poliestireno con conglutinina bovina. 11
tiempo de incubaci6n era de 30 minutos a 37°C en bafio
marfa seguidos de 3 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se realisaron 3 lavados con PBS tras los
cuales se afiadfa 1 =ml. del substrato O-NPG. Tras una
incubacién de 30 minutos a 37°C se detenia la reaccién
con 1 ml. de Na2CO3 1M. A continuacifén se realizaba la
lectura y el célculo del , >rcentaje de inhibicién.

En cada test se incluyeron 3 controles negativos y
6 positivos. Como control negativo se utilizé NaCl al
0’9% y como control positivo IgG humana agregada me-
diante cclor a una concentracién de 50 microgramos/aml.
Ademés de este control positivo inclufdo en el Kit se
utilizaron 2 controles positivos externos: una IgG
agregada preparada en el propio laboratorio y una 1gG
agregada suministrada por la OMS.

1.4.2.- DETECCION DE PACTORES REUMATOIDLS.

La deteccién de factores reumatoides (FR, se llevd
a cabo mediante el método de aglutinacién de particulas
de latex revestidas con gammaglobulina humana con el
reactivo comercial RapiTex-RF (Behring). [Este consta
de una suspensién de particulas de poliestireno recu-
biertas de gammaglobulina humana, un suero control

positivo compuesto por suero de carnero con actividad

"
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anti IgG humana y un suero control negativo consistente
en un sueroc humano con actividad PR inferior a 1 Ul/ml.

Los sueros problema se diluyen 1 + 5 con solucién
salina isoténica al 0°9% . Se deposita una gota de la
dilucién, una gota del sueroc control positivo y una
gota del suero control negativo sobre una placa de
lectura de fondo oscuro. Sobre cada una de ellas se
vierte una gota de la suspensién de litex y se balancea
suavemsnte durante 2 minutos. Transcurrido este tiempo
se valora la existencia de aglutinacién en el suero
problema comparando con los sueros control. Una aglu-
tinacién clara indica la presencia de FR. La ausencia
de aglutinacién indica que la muestra no contiene FR o
los contiene a una concentracién inferior a 20 UI/ml.
La titulacion se realisa de modo semicuantitativo pro-
cediendo a la valoracitén de diluciones progresivas del
suero problema. Se toma en consideracitén la dilucién
mfs alta en que todavia tiene lugar aglutinacién y la
concentracién aproximada de FR se calcula segtn la
siguiente correspondencia:



DILUCION
1+5
1+10
1+20
1+ 30
1+ 40

200
CONCENTRACIUN DE FR (UI/ml.)
20
40
80
120

160
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11.- BSTUDIO INMUNOHISTOQUINICO.

II.1. PACIENTES.

Setenta y dos pacientes en los que existia sos-
pecr “~‘inica de AH fueron sometidos a biopsia temporal
en condiciones adecuadas para su posterior estudio in-
munchistoquimico. Cuarenta y cuatro fueron excluidos:
36 porque la biopsia no fue diagnéstica de AH, 4 porque
en el fragmento congelado no existia suficiente celula-
ridad para un estudio correcto y 8 porque la conser-
vacién antigénica no fue apropiada para su valoracién.
Estos Gltimos casos proced{an de otros cantros hospita-
larios y aunque se habian mantenido a 4°C, habian me-
diado varias horas desde la extirpacién del fragmento
arterial hasta su congelacién. De los veinticuatro
pacientes finalmente incluidos en el estudio se reco-
gieron con detalle los datos clinicos y biolégicos con
especial referencia a los sintomas craneales, su tiempo
de evolucién y a la existencia y duracién del trata-

miento con corticoides previo a la biopsia.

De los pacientes estudiados, 5 eran varones y 19
mujeres con una edaad media de 74 afios. El tiempo de
evolucién de los sintomas craneales oscilaba entre 1
semana y 18 meses con una media de 2'6 meses. Dieci-

siete biopsias se obtuvieron antes de iniciar ei trata-



202
miento (1 mg/Kg/dia de prednisona) o dentro de los 4
primeros dias tras el inicio del mismo. Bn los 7 pa-
cientes restantes, la biopsia se obtuvo posteriormente:
en 6, cuando llevaban entre 5 y 30 dias de tratamiento
yen 1 al recidivar tras 18 meses recibiendo todavia

pequefias dosis de prednisona.

II.2. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DR LAS BIOPSIAS.

En todos los casos la biopsia tenfa una longitud
superior o igual a 2 cm. Bl transporte de la biopsia
desde el quir6fano al lugar de procesamiento se efectud
en una gasa humedecida con suero fisiolégico.

Cada fragmento arterial se secciond en dos por-
ciones. Una parte se fijaba en formol neutro 10% para
su inclusién en parafina. El segundo fragmento se con-
gelS6. Para este proceso se despreciaban los dos ex-
tremos de la biopsia y se seleccionaban &reas que ma-
croscépicamente sugerfan la existencia de patologia
subyacente (rigideszs, engrosamiento de la pared, obs-
truccién de la luz, trombosis). Los fragmentos de 2-3
mm. eran montados en un soporte rigido de cinco por
cinco milimetros e inclufdos en OCT (Milles). La con-
gelacién se efectdo en isopentano (Merck) preenfriado
en nitrégeno liquido. Las muestras eran conservadas a

-80°C. en arcén congelador hasta su procesamiento. En
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los casos en los gque 8l fragmento destinado al estudio
histolfgico pora diagnéstico resultd negativo las por-
ciones de la arteria congeladas se procesaron para su
inclusi6n en parafina. Para ello se procedia a efec-
tuar diversas secciones del material congelado en el
criostato. Los cortss se dejaban secar durante 16-2¢4
horas y posteriormente se fijaban en acetona dieszs minu-
tos tras su secadov se guardaban a -80°C hasta su proce-
saniento. El resto de material se descongelaba y se
fijaba en formol tamponado al 10% y se inclufa en pa-
rafina. Bn caso que tampoco existiera arteritis en
estos fragmentos el caso era excluido del estudio.

I1.3. CRITERIOS DE DIAGNOSTICO HISTOLOGICO.

El diagnéstico de AH se efectué en base a los cri-
terios de Allsop y Gallagher (16, 227). Bstos autores
clasificaron las AH en tres tipos: clésica, atipica y
cicatricial segtn los siguientes criterios:

a) Acteritis de Hortop clésica: Arterias con no-
table engrosamiento intimal. Infiltrado inflamatorio
crénico intenso compuesto por linfocitos, histiocitos y
células gigantes multinucleadas, con frecuencia intima-
mente relacionadas con la lémina eléstica interna.

b) Arteritis de Horton atipica: Mcderado o inten-
so engrosamiento intimal de la pared arterial y fibro-

sis de la media. Infiltrado inflamatorio menos denso

4
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que en la anterior con células gigantes multinucleadas
ccasionales © ausentes. Bs una situaci6n intermedia
entre el tipo anterior y el siguients.

c) Axtaxitis de Horton cicatricial:s Estas arte-
rias tenian un engrosamiento intimal irregular con fi-
brosis de la intima y también de la media. Bl infil-
trado inflamatorio crénico era escaso y focal y existia
rotura de la l&mina eldstica. Bl término de arteritis
de tipo cicatricial debe ser entendido como meramente
descriptivo y no en un sentido evolutivo puesto gque no
esté claro su significado cronolégico.

II.4. SUBROS Y ANTICUERPOS MONOCLONALES.
Los sueros especificos y los anticuerpos sonoclo-
nales utilizados en ests estudio se resumen en la tabla

9.

I1.5. METODO ©2 LA AVIDINA-BIOTINA-PEROXIDASA.

El estudio de la 8-100 y la lisozima se efectud en
secciones histolégicas del material fijado en formol e
incluido en parafina mediante el método inmunoenziméti-
co indirecto del complejo avidina-biotina-peroxidasa
(310 bis) (Vector). Los distintos pasos del método se
resumen en la tabla 10. Se obtuvieron secciones de 5
micras que se desparafinaron en xilol e hidrataron en

alcoholes decrecientes. Bl blogueo de la peroxidasa

.
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TABLA 10: METODO DEL CCMPLEJO AVIDINA-BJOTINA (ABC).

Desparafinar en xilol.

Blogueo de la peroxidasa enddgena
con netanol~8202 20%

Hidratar en alcoholes decrecientes
Suero normal de cabra 20%

Suero primario 49C

Lavado en PBS x 3

Suero puente biotinilado

Lavado en PBS = 3

Complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa
Revelado DAB

Tincidn HE, aclarado y montaje

20 minutos

30 minutos
16-24 horas
10 minutos
30 minutos
10 minutos
30 minutos

Z2-7 minutos
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endGgena se efectud con metanol-agus oxigenada al 208
tras el lavado del xilol utilisado en la extraccién de

la paratina con alcohel absoluto y previamente a los
pasos de hidratacién progresiva. El tiempo utiliszado
para el bloqueo fue de 30 minutos. Tras la hidratacién
completa se procedidé a una incubacién con suerc normal
de cabra al 208 diluido en tampén fosfato salino (PBS)
para disminuir la unién inespecifica del suero puente
utilizado en el proceso. Tras 20 minutos de incubacién
a temperatura ambiente se procedié a decantar el exceso
del suero para continuar con la incubacifén de los an-
tisueros especificos obtenidos en conejo anti-§-100 y
anti-lisozims a unas diluciones de 1/1000 y 1/200 res-
pectivamente. Estas diluciones eran las consideradas
6ptimas en exémenes previos realisados en tejidos con-
trol (ganglio 1linf&tico) para conseguir el méximo de
sefial especifica y minimo de tincién de fondo. La in-
cubacién con estos sueros se efectudé en cémara himeda a
4°C durante 16-24 horas seguidas de una hora a tempera-
tura ambiente. Se efectuaron tres lavados con PBS du-
rante dies minutos y se continudé con el suero de cabra
anti-inmunoglobulinas de conejo biotinilado preparado
segin las recomendaciones del fabricante (Vector Ltd).
Bsta incubacién se realiz6 durante 30 minutos a tempe-
ratura ambiente en cémara htmeda. Tas un lavado simi-
lar al anterior se procedié a la incubacién durante 30
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minutos con el complejo avidina-biotina-peroxiiasa pre-
parado 30 minutos antes de su uso. Despuéds de tres
lavados durante dies minutos con el tampén Trizma 0’05X
pH 7'6-7'8 (Sigma)se procedidé al revelado de la peroxi-
casa con 3-3'-tetrahidrocloruro de diaminobenzidina
(DAB). 8Se disolvian 5 mgr. de DAB (Pluka) en 10 ml. de
Trizma con H20 al 0°18 . Se filtraba y se revelaban
las secciones histolégicas bajo control microscépico
para conseguir el miximo de sefial especifica con el
minimo de tincién de fondo. El tiempo de revelado os-
cilaba habitualmente entre 2 y 17 minutos.

Posteriormente las secciones se tefifan ligeramente
con hematoxilina de Hill, se deshidrataban en alcoholes

crecientes, se aclaraban en xilol y se montaban en DPX.

11.6. METODO DE LA FOSFATASA ALCALINA ANTI-POSPA-
TASA ALCALINA.

Bl método inmunoenszimético indirecto de la fos-
fatasa alcalina anti-fosfatass alcalina (133) fue uti-
lizado para demostrar la reactividad de los diversos
anticuerpos monoclonales sobre secciones histoldgicas

del material congelado. El método se resume en la
tabla 11.



TABLA 11:

METODO DE LA FOSFATASA ALCALINA ANTI-FOSFATASA

2.
3.
‘O

S-

ALCALINA (FAAFA).

Fijar en acetona a 49C

Dejar secar

Suero normal de conejo 20% en P8BS
Anticuerpo monoclonal

Lavado en PRS x 3

. Suero de conejo anti-inmunoglyg

bulinas de ratdn 1/20 en PBS

Lavado en PBS x 13-
Complejo FAAFA
Lavado en PBS y Tris
Revelado

Tincidén con Hematoxilina y
montaje en medio hidrosoluble.

10

30

10

30
10
30
10

15-20

minutos

minutos
hora

minutos

minutos
minutos
minutos
minutos

minutos
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Las arterias congeladas se cortaban a 5-7 micras

en un criostatec & -20°C. Las secciones recogidas en

portas gelatinisados se dejaban secar durante 16-24

horas a temperatura ambiente antes de iniciar la téc-
nica inmunohistoquimica.

Una ves secos los cortes se fijaban en acetona
fria a 4°C durante 10 minutos. De nuevo se dejaban
secar a temperatura ambiente y se procedia a la incuba-
cién con suérc normal de conejo (SNC) al 208 (Dako-
patts) durante 30 minutos psra inhibir la unién inespe-
cifica del antisuerc secundario o antisuero puente.
Transcurrido este tiempo las preparaciones se decan-
taban para eliminar el exceso del SNC y sin dejarlas
secar se incubaban con el anticuerpo monoclonal diluido
en PBS a las diluciones expresadas en la tabla 9. €El
tiempo de incubacién era de una hora. Posteriormente
se procedia a un lavado en PBS con tres cambios durante
10 minutos en agitacién continua. Sin permitir 1la de-
secacién se iancubaban con suero de conejo antiinmuno-
globulinas de ratén a una dilucién 1/20 en PBS durante
30 minutos. Se repetia el lavado como en el paso ante-
rior y se incubaban las preparaciones con el complejo
fosfatasa alcalina antifosfatasa alcalina (FAAFA) (Da-
kopatts) diluido a 1/75 en PBS durante 30 minutos.
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Tras un lavado en P8S y posteriormente en tampén TRIS
0’1M pH 8’2 se procedia al revelado.

Bl substrato se preparaba momentos antes de su uso
segtin el método siguiente:

1.- Disolver 2 mg. de Raftol-AS-MX fosfato (Sigma)
en 0’2 ml. de Dimetilformamida (Merck) en tubo de vi-
drio.

2.- Afiadir 9'8 ml. de tampén TRIS 0'1M pH 8°2.

3.~ Disolver 10 ng. de PAST RED TR (Sigma).

4.- Madir 2’4 mgr. de Levamisole (Sigma) a la
solucién anterior para inhibir 1la fosfatasa alcalina
enddgena.

Esta solucién se filtraba antes de su usoc para

eliminar los agregados e impurezas.

La incubacién de las secciones con la solucién de
substrato se efectuaba bajo control microscépico duran-
te 15-20 minutos. Tras un lavado se tefiian ligeramente
con hematoxilina de Harris y se montaban en el medio
hidrosoluble permanente glicergel (Dakopatts).

I1.7. METODO DE GRADACION DE LOS RESULTADOS.
La reactividad de los distintos antisueros y an-

ticuerpos monoclonales fue evaluada semicuantitativa-
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mente de 0 a 4. Los casos sin ninguna célula positiva
fueron considerados negativos. Bl grado 1 o reactivi-
dad ocasiocnal fue asignado a aquellos casos donde po-
dian verse algunas células positivas z2isladas distri-
bufdas irregularmsnte en la pared arterial pero sin
llegar a formar grupos. Bl grado 2 o reactividad focal
se establecil en los casos donde las células positivas
formeban pequefios grupos distribuidos irregularmente en
la pared arterial pero sin llegar a fusionarse entre
ellos. Bstos grupos ocupaban siempre menos del 25% de
la circunferencia arterial. Bl grado 3 o reactividad
intensa se consideré en los casos donde los grupos de
células positivas se fusionaban entre s{ y ocupaban un
25-508 de 1la circunferencia arterial. El grado 4 o-
reactividad muy intensa se establecié en aquellos casos
donde la celularidad positiva formaba grupos y ocupaba

mis de un 50% de la circunferencia arterial.
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IIX.~- AMALISIS BSTADISTICO.

III.1.~ RSTUDIO INMUNOGENETICO.

El anflisic estadistico del estudio inmuncgenético
se ha llevado a cabo segin la metodologia utiliszada y
recomendada por Tiwari y Terasaki (579).

La asociacién entre una enfermedad y el sistema
HLA se estudia mediante la comparacitén de las frecuen-
cias de los distintos antigencs encontradas en un grupo
de pacientes no consanguinecs y las objetivadas en una
poblacién control numerosa constituida por individcos
sanos de la misma etnia no relacionados familiarmente
entre sf. 8i la frecuencia de un antigeno estd sig-
nificativamente aumentada o disminuida en los pacientes
respecto a la poblacién control, la enfermedad se con-
sidera asociada al antigeno an estudio.

Bl anflisis respecto a cada antigeno parte de una
tabla simple 2 x 2 que contiene el nGmero de individuos
positivos y negativos para el antigeno en el grupo de
pacientes (a y b) y en el grupo control (c y d).

La incidencia relativa, denominada también riesgo
relativo, se calcula segin la f6rmula definida por
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Woolf (626): ad
RR® cew-w
bc
e indica cuantas veces es mis frecuente la enfermedad
en los individuos que poseen el antigeno, respecto a

los que no lo tienen.

Cuando la totalidad de los pacientes son portado-
res del antiqeno valorado (b=0), situacién nada excep-
cional al estudiar colectivos de pacientes con una
enfermedad estrechamente asociada al sistema HLA como
por ejemplo la espondiloartritis anquilosante y el
antigeno B-27 o la narcolepsia y el antigeno DR2; o
cuando ningGn paciente en ol grupo control posee el
antigeno (c=0), el RR segin la férmula de Woolf es
indefinido. Por este motivo, para valores de a, b, c o
d de 0 6 pequefios, se utiliza la modificacién de Hal-
dane (579) segtn la cuals:

(2a+1) (2d+1)
RR® wconecom -
(2¢+1) (2b+1)

81 las relaciones a/b y c/d son similares, el RR
es proximo a la unidad. Ser& mayor que 1 si el anti-
geno es mis frecuente en los pacientes y menor que 1 en

la situacién inversa. La significacién estadistica de
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la diferencia entre ¢l RR y la unidad se calcula me-
diante un test de chi-cuadrado con un grado de liber-
tad. Rl nivel de significacién se expresa en términos
de probabilidad (p). Como es habitual en los datos
biolégicos se acepta como significativa una p menor que
0°0S.

8in embargo, en este tipo de estudios, en cada
individuo se estudian varios antigenos. A cacvia de las
comparaciones mdltiples es muy probable que algunas
frecuencias antigénicas difieran de 1la poblaciém con-
trol con una p < 0’05 s6lo por aszar. [Este error se
subsana mediante la aplicacién de la correccién de
Bonferroni que consiste en multiplicar el valor p ob-
tenido por el nimero de antigenos comparados. Si la p
corregida (p corr) sigue inferior a 0°05, el antigeno
se considera significativamente asociado a la enfer-
medad. Otra posibilidad es realizar un nuevo estudio
sobre la misma enfermedad con pacientes distintos y
estudiar dGnicamente los antigenos significativamente
asociados en el primer estudio. 8i en el nuevo anéli-
sis la p sigue inferior a 0°05, la asociacién se con-
sidera vélida puesto que en este estudio no se hace una
comparacién mGltiple sino que se estudian especifica-
mente antigenos concretos. Atendiendo a estos concep-

tos, en nuestro trabajo no realizamos la correccién de
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la p cvando efectuamos comparaciones entre subgrupos de
la enfermedad.

En una poblacién en equilibrio de Hardy-Weinberg
la frecuencia con gque 2 alelos correspondientes a 2
loci distintos se transamiten juntos, equivalen al pro-
ducto de sus frecuencias génicas individuales. 81 la
frecuencia con que ambos antigenos se transmiten juntos
es supsrior o inferior a la esperada, ambos alelos se
hallan en desequilibrio de asociacién positivo o nega-
tivo respectivamente. L& medida del desequilibrio de
asociacién se representa mediante el simbolo § que
equivale a la diferencia entre la frecuencia hallada y
la frecuencia esperada (producto de las frecuencias
génicas). La frecuencia génica () se calcula:

g=vl1-f

siendo £ la frecuencia observada para cada antigeno.

Y el valor &

§ = H/10.000 - gl x g2 x N

siendo gl y g2 las frecuencias génicas respectivas de
cada alelo y H la frecuencia con que estos alelos se
observan juntos en la poblacién estudiada, expresada en
tanto por 10.000 y N el némero de individuos estudia-
dos. La significacién estadistica de esta diferencia

se evalda mediante el test de chi-cuadrado. Atendiendo
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& los valores representados en las tablas 2 x 2 para el
c@lculo de chi-cuadrado, el valor 8§ se calcula:s
§ = Va/n - V(b+d)/N2
La comparacién entre la presencia de determinados
antigenos y otros parimetros (presencia de factores
reumatoides, CIC, necesidad de tratamiento a largo
plazo) se evalud mediante el test de chi-cuadrado.

I11.2.- BSTUDIO IRMUNOHISTOQUIMICO.
Las comparaciones entre datos cuantitativos se han
realizado mediante el test de Mann-Whitney (166 bis).

El andlisis de los datos cualitativos se ha lleva-
do a cabo mediante el test exacto de FPisher (166 bis).
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I.- ESTUDIO INNUNOGENETICO.

I.1.- ASPECTOS CLINICOS.

De los 65 pacientes estudiados, 17 (268%) eran
varones y 48 (74%) mujeres. La relacién mujer/varén
fue aproximadamente de 3:1 (figura 3). La =media de
edad al ser diagnosticados fue de 71 afios (59a-8Sa).
La distribucién de edades por décadas aparece en la
figura 6. Bi 78% de 1los pacientes se hallaban entre
los 65 y los 80 afios en el momento del diagnéstico.

Las principales manifestaciones clinicas de los
pacientes aparecen reaumidas en la figura 7 y en las
tablas 12 y 13. Sesenta y cuatro de los 65 pacientes
(98’'5%) presentaben algén tipo de manifestacién cra-
neal. De entre ellos, los sintomas subjetivos més
frecuentes fueron cefalea (80’'68), claudicacién man-
dibular (53'3%), hiperestesia del cuero cabelludo-
(38°3%), odinofagia (20%), otalgia (18'3%) y algias
faciales. MAs rara fue la presencia de edema facial
(8°3%), carotidinia (8'3%), doler o isquemia lingual
(6°6%), odontalgia (3'3%) que en un caso motivé la
extraccién de varias piezas dentarias y trismus (1'68).
Dos pacientes (3%) presentaron manifestaciones neurolé-
gicas relacionables con la existencia de isquemia ver-

tebro-basilar {(ataxia y vértigo). Uno de ellos sufrié
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TABLA 12: MANIFESTACIONES CLINICAS (I) (N=65)

MANIFESTACIONES CRANEALES
Arterias tempcrales andmalas

Cefalea

Claudicacidén mandibular

Heperestesia del cuero cabelludo

Alteraciones oculares
Odinofagia

Otalgia

Algias faciales

Edema facial
Carotidinia

Dolor o 1squemia lingual
Odontalgia

vértigo

Ataxia

Trimus

Isquemia cerebral transitoria

98,5%
90%
80,6%
53,3%
38,3%
30,8%
20%
18,3%
15%
8,3%
8,3%
6,6%
3,3%
3,3%
1,6%
1,6%

1,6%

—



TABLA 13: MANIFESTACIONES CLINICAS (II) (N=65)

MANIFESTACIONES GENERALES 79,7%
PERDIDA PONDERAL 62,3%
FIEBRE 52,3%
DEPRESION 16,6%
POLIMIALGIA REUMATICA 53,8%
APECCION OTROS VASOS 12,3%
ANEURISMA AORTICO 4,6%
CLAUDICACION INTERMITENTE EEII 7,78
OTROS

POLINEURITIS 1,6%
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asiniomo episodios de isquemia cerebral transitoria
coxrespondientes al territorio carotideo. Todas estas
manifestaciones desaparecieron al remitir la enfer-
sedad. Un 30'8% de los enfermos tuvieron alteraciones
oculares (tabla 14). Tres de ellos (4'6%) presentaron
intenso dolor orbitario como equivalente de cefalea que
en un caso llegé a ser incluso interpretado como herpes
soster oftélmico y en 2 (3%) existia epifora. Otros 2
pacientes (3%) presentaron diplopia transitoria y otros
2 (3%) amaurosis fugax. Once (17%) de 1los enfermos
sufrieron algtin tipo de déficit visual permanente: 3
(4’6%) defectos campimétricos, 4 (6%) amaurosis unila-
teral y 4 (6%) amaurosis bilateral. En todos ellos la
causa fue una neuritis isquémica anterior y en uno de
ellos una trombosis de la arteria central de la retina.
Los pacientes con defectos visuales permanentes presen-
taron fiebre con menor frecuencia (18%) gque el resto
(68%) (p < 0°01). Asimismo presentaron pérdida de peso
con menos frecuencia (27'3§%) que los pacientes sin

pérdida de visién (708) (p < 0'Cl).

En el 90% de los casos existian anomalfas a la
exploracién fisica cuidadosa de las arterias tempora-
les: endurecimiento, disminucién, asimetria o ausencia
de pulso, signos inflamatorios o nédulos. En 1 caso

las alteraciones eran mAs evidentes en las arterias
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TABLA 14: ALTERACIONES OCULARES (N=15),

Dolor orbitario
Epifora

Diplopia

Amaurosis fugax
Defecto campimétr.co
Amaurosis unilateral

Amaurovis bilateral

20%

13,3%
13,3%
13,3%
20%

26,6%
26,6%
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occipitales y en otro la mayor parte de arterias epi-
cransales se hallaban engrosadas de manera llamativa.

Exiscian manifestaciones generales en un 75’78 de
los pacientes: fiebre o febricula en el 52’38, pérdida
de peso en el 62°3% y depresién en el 16°'6%. Treinta y
cinco pacientes (53°8%) presentaban PMR. Diez de ellos
obtuvieron una puntuacién igual o superior a 3 sagtn el
score preestablecido. BEn ~llos, pues, la PMR se con-
siderS severa y en el resto ligera-moderada. La pre-
sencia de PMR fue significativamente més frecuente en
las mujeres (62°'5%) que en los varones (29°48%) (p <
0:02).

En cuanto a la afeccién de otros vasos, en ) pa-
cientes (4'6%) se observd el desarrollo de un aneurisma
abértico, en 7 (10'7%) claudicacién intermitente de las
extremidades inferiores, aunque Gnicamente en 5 de
éstos (7'7%) se constaté un curso paralel> a la ac-
tividad de lz enfermedad. En el momento del diagnés-
tico 3 de los pacientes (4'6%) sufrieron manifestacio-
nes cardiacas (angor, infarto agudo de miocardio e
insuficiencia cardfaca congestiva). La relacién de
esta sintomatologia con la afeccién arteritica de las
arterias coronarias no pudo demostrarse ni excluirse.

Una paciente desarrollé afeccién al sistema nervioso
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periférico sn forma de polineuropatia mixta sensitivo-

notora.

Bl protagonismo de las manifestaciones descritas
dentro del cuadro clfinico de cada paciente fue muy
variable. Casi el 1008 de los pacientes present$ al-
qura de las anomalfias craneales clésicas de la enfer-
medad pero ¢n ocasiones éstas eran tan sutiles que sélo
las reveld un interrogatorio dirigido. Asi, s6lo el
68% de los pacientes consulté por sintomas craneales
clésicos, en un 9'7% combinados con PMR. Un 14°'S% lo
hizo por manifestacionez generales, entre ellos un 6'S%
por fiebre. Un 8% de lus pacientes aquejaban fundamen-
talmente PMR. Un 9’78 consulté por motivos menos fre-
cuentes: bien por manifestaciones inusuales de la
enfermedad (2 pacientes por isquemia vertebro-bssilar y
1 por claudicacién intermitente de extremidades in-
feriores), bien por manifestaciones relacionables con
reservas (1 insuficiencia cardfaca congestiva y 1 in-
farto agudo de miocardio) o por otras causas (1l pielo-
nefritis aguda) (figura 8).

En el momento de ser evaluados, 28 pacientes se
encontraban en actividad, 21 en remisién y 16 fueron
considerados de larga evolucién. En 8 se realizaron

extracciones en el perfiodo de actividad y posterior-
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mente al alcansar la remisién. De los pacientes en

actividad, 17 no habfan recibido tratamisnto; los 11
restantes habfan sido tratados durante una media de 4'5
dfas (1-9 dias). Todos e&llos recibian dosis de pred-
nisona de 1 mg/Kg/dia. Los pacientes en remisién ha-
bian sido tratados durante una media de 10°’S meses (0'S
a 30 meses). De ellos, 7 recibian dosis de prednisona
superiores a 30 my., 6 entre 15 mg-30 mg, 15 inferiores
@ 15 mg vy 1 no recibia el tratamiento. Los enfermos de
larga evolucién llevaban una media de 6 aflos (3 afios-12
afios) de segrimiento. De ellos, 10 ya no recibian
tratamiento, 5 recibian dosis inferiores a 15 mg y 1
recibia todavia 20 mg de prednisona.

I1.2.- ANTIGENOS DE CLASR I (A, B, C).

La distribucién de los antigenos de clase I en los
65 pacientes y en la poblacién control se exponen en
las tablas 15, 16 y 17. No se observaron diferencias
significativas en la prevalaencia de ninguno de los
antigenos correspondientes al locus A ni al locus C.
El antigeno B44 se detectl en el 18'5% de los pacientes
frente al 31’58 de 1los controles (p < 0°05). Sin em-
bargo, al efectuar la correccién de Bonferroni la dife-
rencia no fue significativa. Tampoco se observd nin-
guna relacién entre 1los antigenos analizados y las

manifestaciones clinicas valoradas (amaurosis, PMR,



TABLA 15: ANTIGENOS DE CLASE I (LOCUS A) EN LA AH (%).

AH PMR no PMR CONTROL
(N=65) (N=34) (N=31) (n=200)
Al 18,5 20,5 16 19,5
A2 47,5 50 45 45,5
A3 21,5 29,5 13 17
A9 0 0 0 0,5
AN 14 12 16 14,5
A9 0 0 Y 0,5
A23 4,5 9 0 5,5
A24 17 6 29 18
A25 6 9 3 3,5
A26 9 6 13 10,5
A28 1,5 0 3 7,5
A29 23 24 22,5 19,5
A30 4,5 3 6,5 10,5
A3l 3 3 3 4,5
A32 6 6 6,5 5

A33 6 6 6,5 2




TABLA 16: ANTIGENOS DE CLASE 1 )locus B) en la AH (%)

AH PMR no PMR CONTROL
(N=65) (N=34) (N=31) (N=200)

BS 1,5 3 0 1
B7 12,5 12 13 16
B8 17 24 9,5 10,5
B12 0 0 0 1
B13 7,5 9 6,5 4,5
B14 " 14,5 6,5 13,5
B18 18,5 14,5 22,5 1
B21 0 0 0 1
Bw22 0 0 0 2
B27 6 3 9,5 4,5
B35 12,5 9 16 18
B37 3 3 3 5
B38 7,5 6 9,5 4
B39 1,5 0 3 5
Bwdl 0 0 0 2,5
B44” 18,5 26,5 13 31,5
B45 4,5 0 0 0
Bwd7 0 0 0 0,5
Bw49 7,5 9 6,5 12,5
BS0 6 6 6,5 7,5
BS1 15,5 20,5 9,5 13
Bw52 0 0 0 2
Bw53 1,5 0 3 1,5
BwSS 1,5 3 0 1
BwS7 4,5 0 9,5 6,5
Bw58 1,5 0 3 0,5
Bw60 1,5 3 0 6
Bwé61 0 0 0 2
Bw62 9 9 9,5 4,5
Bw63 0 0 0 1,5

x e 0,05 o corr NS



TABLA 17: ANTIGENGS de clase I (locus C) en la AH (%)

AH PMR no PMR C
(N=62) (N=38) (N=29) (N=200)

Cw! 6,5 0 14 4,5
Cw2 9,5 12 7 4,5
Cwl 13 9 17 i3
Cwi 16 18 14 24
CwS 14,5 21 7 9
Cwé 13 6" 24" 18
Cw?7 3 3 0 2
Cw8 0 0 0 0,5

* PMR vs no PMR pc¢ 0,05 p corr NS:
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sintomas constitucionales o afeccién de otros vasos).

Bl antigeno Cwé se observS en el 24% de los pacientes
sin PMR y s6lo en el 6% de los pacientes con PMR (p <
0°05) . 8in embargo, tras realisar la correccién, esa
diferencia tampoco fue significativa.

I.3.- ANTIGENOS DE CLASE II (DR Y DQ).

La distribucién de DR y Dde los antigenos DR y DQ
en ios 65 pacientes estudiados se expone en la tabla
18.

El antigeno DR4 fue significativamente més fre-
cuente en el grupo de pacientes con AH (40%) que en el
grupo control (208%) (pcorr < 0°05; RR 2'66). Contrari-
amente la prevalencia de DQ2 fue significativamente
inferior en el grupo de pacientes (23%) respecto al
grupo control (498%) (pcorr < 0°03; RR 0'31).

Al anaiizar los datos clinicos se observé que la
asociacién con el antigeno DR4 era més estrecha en los
pacientes con PMR (58'8% versus 208); pcorr < 0'001; RR
$°71); la prevalencia de DR4 en estos enfermos (58°'8%)
era significativamente mayor a la obtenida en los pa-
cientes sin PMR (19°3%) (p < 0’005; RR 5'95) que no
diferia de la objetivada en la poblacién control (tabla
18).



TABLA 18: ANTIGENOS DE CLASE II (DR y DQ) en la AH (%),
AH PMR no PMR CONTROL
(N=65) (N=34) (N=31) (N=200)
DRI 20 23,5 16,1 19,5
DR2 20 11,7 29 17
DR3 33,8 32,3 35,4 24
DR4 a0'™) s8,8(**) 49,3 20
DRS 24,6 17,6 32,2 29,5
DR6 9,2 5,8 12,9 9,5
DR7 . 24,6 26,4 22,5 36
DR8 3 5,8 0 0
DR9Y 1,5 2,9 0 3
DR10 4,6 5.8 3,2 5
DRw52 63 58,8 67,7 67,5
DRwS3 47,6 58,8 35,4 50
D1 43 35,2 51,6 55,5
DQ2 23070 gy gleex) oy slxxx) g
DQ3 47,6 52,9 41,9 44,5
(=) P« 0,005, p corr < 0,05, RR 2,66 vs controles.
(xx) P <0,001, pcorr ¢ 0,001, RR 5,71 vs controles.
P < 0,005, RR 5,95 vs AH sin PMR
(xxx) P < 0,001, p corr ¢ 0,003, RR 0,31 vs controles.



222
Bl antigeno DR4 estuvo presents en 9 de los 10
pacientes con PNR severa (90%). Bsta frecuencia fue
significativamente superior a la hallada en los pa-
cientes con sintomas moderados (41°68) (p < 0°05) (fi-
aqura 9). Al valorar la agresividad de la AH en base a
la necesidad de tratamiento a largo plaso (més de 3
afios de evolucién), aunque se observé un incremento en
la frecuencia de DR4 en los pacientes que todavia pro-
cisaban corticosteroides (60%) respecto a los que ya no
los recibian (45’'5%), esta diferoncia no fue significa-
tiva.

La disminucién de DQ2 objetivada en el grupo total
de pacientes se constatdé de modo equiparable en los

pacientes con y sin PMR.

Se observé también un incremento en la { -ecuen:ia
de DR3 en el grupo global de ¢ fermos y en ambos sub-
grupos asfi como una disminucién en la frecuencia de DR2
en el subgrupo con PMR respecto al subgrupo sin PMR,
pero las diferencias no fueron significativas. Nirnguno
de los pacientes severamente afectados por la PMR po-
seia DR2.
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Bl antigeno DRwS3 tuvo una mayor prevalencia en

los pacientes con PMR respecto al subgrupo sin PMR sin
alcanszar, no obstante, significacién estadistica.

Se constaté un discreto aumento en la prevalencia
de DR1 en los pacientes con PMR respecto a los que no
la tenian (tabla 19). Pox este motivo se estudié la
prevalencia de DRl en los pacientes DR4 negativos con y
sin PMR. DRl estuvo presente en 5 (33'3%) de los 15
pacientes con PMR frente a 4 (16’'7%) de los 24 enfermos
sin PMR. La diferencia no fue, sin embargo, significa-
tiva.

Aunque no se demostrd un incremento significativo
de DR3, la prevalencia de haterocsigotos DR3-DR4 fue
superior en los pacientes (12%) que en la poblacién
control (3'5%) (p < 0°'01). La frecuencia de enfermos
portadores de DR3-DR4 fue todavia superior en los pa-
cientes con PMR (17'6%). Bn los pacientes sin PMR la
prevalencia de DR3-DR4 (6’'5%) fue similar a la encon-
trada en la poblacién cuntrol (3’'5%) (p:NS) (tabla 20).
No se observl relacién entre aninguno de los restantes
antigenos de clase II y las otras manifestaciones cli-

nicas valoradas.



TABLA 19: PREVALENCIA DE DR1 EN PACIENTES DR4 NEGATIVOS (%).

AH PMR no PMR CONTROL
(N=39) (N=15) (N=24) (N2160)
DR1 23 33! 16,7 22

(=) p NS,

TABLA 20: PREVALENCIA DE HETEROZIGOTOS DR3-DR4 en la AH (%

AH PMR no PMR CONTROL
(N=65) (N=34) (N=31) (N=200)
DR3-DR4 120%) 17,64 6,5 3,5
(=) ¢ 0,01
(=x) 5 ¢ 0,00

PMR vs no PMR p:NS
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I.4.- DESBQUILIBRIO DR ASOCIACION.

Para estudiar la posible asociacién preferente de
la enfermedad con algén haplotipo, se estudidé la exis-
tencia de desequilibrio de asociacién entre el antigenc
DR4 y antigenos del locus C, B y DQ en el grupo global
de pacientes y en los subgrupos con y sin PMR.

Bl antigeno DR4 aparecidé asociado Aébilmente a B62
en el grupo glokbal de pacientes y en ambos subgrupos (6§
= 0'006) sin alcanzar significacién estadistica. Bxis-
tia un desequilibrio de asociacién positivo entre DR4 y
DRwS3 (8 = 0'02; p < 0’'05) Gnicamente en el grupo glo-
bal de pacientes. Se observé un desequilibrio de aso-
ciacién negativo entre DR4 y DQZ en el grupo global de
enfermos (8§ = -0’'01; p < 0°05) y en el subgrupo con PMR
(6 = -0°02; p < 0,05).

I.5.- DETERMINACIONES SEROLOGICAS.

I1.5.1.- COMPLEJOS INMUNES CIRCULANTES.

Se realizaron 53 determinaciones en 48 enfermos.
19 pacientes se hallaban en actividad, 18 en remisién y
16 pertenecfan al grupo de larga evolucién. Bn 5 pa-
cientes se realizaron dos determinaciones en distintos
momentos evolutivos: en 4 en actividad y en remisi6n ;

en 1 en remisi6n y en larga evolucién.
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8e deotectaron CIC en 12 de las 53 determinacionss

(22'5%) correspondientes a 10 de los 48 enfermos (21%).

De los 19 pacientes valorados en actividad, 2
(10’5%) presentaron CIC; de los 18 pacientes estudiados
on remisidn, 6 (33'3%) y de ios 16 pacientes de larga
evolucién, 4 (25%) (tabla 21). Las diferencias entre
los 3 grupos no fueron significativas. En los S5 pa-
cientes en que se realizaron 2 determinaciones, tampoco
se observé relacién con la actividad de la enfermedad:
2 eran negativos y persistieron negativos; 2 fueron
positivos y persistieron positivos y ¢n 1. inicialmente

negativo, se detectaron al alcanszar la remisi#n

De los 10 pacientes con CIC, dGnicamente 1 era
portador del antigeno DR3 y ninguno del haplotipo B8-
DR3. Cinco de ellos (508%) eran portadores del antigeno
DR4, asf como 12 (35°5%) de los 38 pacientes sin CIC.
La diferencia tampoco fue significativa.

En 7 (27V) de los 26 pacientes con PMR se detec-
taron CIC y s6lo en 3 (13’'6%) de los 22 pacientes sin
PMR. La diferencia no fue, sin embargc, significativa.
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I.5.2.- PACTORES REUMATOIDES.
e practicaron 435 determinaciones en 42 pacientes.
20 se hallaban en actividad, 13 en remisitén y 12 per-
tenecian al grupo de larga evolucién. BEn 3 pacientes
se realizaron sendas terminaciones en actividad y en
remision.

Se objetivé la presencia de factores roumatoides
en 11 de las 45 determinaciones (24'4%), correspondien-
tes a 10 de los 42 enfermos (24%). Los niveles os-
cilaron entre 20 UI/ml y 80 UI/ml. Unicamente en 2 pa-
cientes (5%) los niveles alcanzaron 80 Ul/ml.

Siete (35%) de los 20 pacientes valorados en ac-
ge)

tividad, 1 (1 de 1los 13 pacientes estudiados en
remisién y 3 (25%) de los 12 pertenecientes al grupo de
larga evolucién, poseian factores reumatoides séricos.
Las diferencias nntre los 3 grupos no fueron significa-
tivas (tabla 22). De los 3 pacientes en que se reali-
garon 2 determinaciones, 1 era negativo y persistié
negativo, otro negativo inicialmente se positiviz6 a
valores de 40 UI/ml y e) Gltimo, positivo a 20 UI/ml
cuando se hallaba en actividad se negativizé al alcan-

zar la remisién.



TABLA 21: CIC EN LA AH SEGON LA ACTIVIDAD DE LA

ENFERMEDAD (%)

ACTIVIDAD REMISION LARGA EVOLUCION
(N=19) (N=18) (N=16)

CIC PRESENTES 10,5 33,3 25

p!NS

TABLA 22: FR EM LA AM SFCON LA ACTIVIDAD DE LA

ENFERMEDAD (%)

ACTIVIDAD REMISION LARGA EVOLUCION

FR POSITIVO 35% 18% 25%

p:NS
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La prevalencia del antigeno DR¢ en los 10 enfermos
con factores reumatoides (40%) y en los 32 peacientes

sin ellos (37'5%), fue similar. Tampoco se observaron
diferencias en la prevalencia del antigeno DR3.

Ko se observé correlacién entre la presencia de

factores reumatoides y complejos inmunes circulantes.
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II.- RSTUDIO IMNUNOHISTOQUIMICO.

II.1.- DIAGNOSTICOS HISTOLOGICOS.

Bl estudio histolégico de las 24 arterias tem-
porales demostré que 18 correspondian a la denominada
AH clésica (figura 10) y 6 a la AR “atipica® sin célu-
las gigantes o con escaso ntmero de ellas (figura 11) y
ninguna a la forma cicatricial. En los casos de AH
atipica, el infiltrado inflamatorio tendia a disponerse
en la interfase entre la adventicis y la muscular de la
arteria. La l&mina elé&stica estaba fragmentada en
todos los casos.

Aunque el tiempo de evolucién de los sintomas
craneales en los enformos con arteritis de Horton ati-
pica era mayor (x 4’9 meses) cue en las gque tenian una
AH clésica (x 1’77 meses), la diferencia no fue sig-
nificativa. Tampoco se observé una relacién entre el
tipo histolégico y el hecho de que la biopsia se reali-
zara previa al inicio del tratamiento o0 una vez ya

instaurado.
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Pigura 10.- Arteritis de Horton clésica. Infil-

trado inflamatorio intenso que se extiende a las
tres capas de la pared con abundancia de células
gigantes (Hematoxilina-eosina x 100).
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Figura 11.- Artritis de Horton atipica. Infil-

trado inflamatorio moderado distribuido principal-
mente alrededor de la LEI y en la zona adventi-
cial. Ausencia de células gigantes. (Hematoxili-

na-eosina x 40).
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II.)-A- m m;

II.2.1.- CELULAS IRTERDIGITANTES.

La células presentadoras de antigenos se estudia-
ron mediante la deteccién de la protefna 5-iG0 en 22
Casos y del antigeno CD1 (T6) en 19 casos.

Se detectaron células S-100 positivas en 9 arte-
rias (418%) (figura 12). Bstas células se encontraban
en el seno de la pared arterial entre las células lin-
foides e histiocitarias del infiltrado inflamatorio.
En algunos casos se vefan en la proximidad de las célu-
las gigantes y de la l&mina el&stica interna fragmen-
tada. Las células gigantes multinucleadas fueron siem-
Pre negativas para este antigeno. Bl nGmero de células
positivas fue ocasicnal o focal en todos los casos. El
patrén de 1la tinci6n fue citoplésmico granular. El
contorno de las células era irregular y en algunos
casos se podia observar la existencia de finas proion-~
gaciones citoplasméticas de aspecto dendritico (figura
13). Bn ocasionea se pudo observar una fntima relacién
entre estas prolongaciones dendriticas y linfocitos
(figura 14).

No se observ6é ninguna relacién entre la presencia
de estas células y el tipo histolégicc de la AH. Tam
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Figura 12.- Inmunorreactividad para la protefna S-

100 en un segmento arterial. Ocasionales células
positivas en el infiltrado inflamatorio. Las
células gigantes multinucleadas son negativas
(ABC-hematoxilina x 250).
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Figura 13.- Aspecto dendritico de una célula S-100
positiva. (ABC-hexatoxilina x 400).

Figura 14.- Célula S-100 positiva que rodea con

sus finas prolongaciones citoplasmfticas a varios

linfocitos. (ABC-hematoxilina x 400).
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poco existia relacién entre la existencia de células S-
100 positivas y el tratamiento. Por el contrario, si
se observé una relacién entre la deteccién de células
8-100 inmunoreactivas y el tiempo de evolucién de los
sintomas craneales de 1la enfermedad hasta el momento
del diagnéstico (tabla 23). La duracién media de los
sintomas craneales en los casos §-100 positivos fue de
1’S meses (1 semana-3 meses) mientris que en los casos
negativos fue de 3'8 meses (1 mes-18 meses) (p < 0'05).
La tincién inmunohistoquimica de la proteina §-100
también demostraba la existencia de troncos nerviosos
finos en los tejidos adyacentes a la arteria asi como
en la capa muscular. BEstos siempre eran féhciles de
distingulr por su aspecto alargado ondulado y casi
siempre sin ndcleo detectable. Esta observacién fue
utilizada como control interno positivo.

En ninguno de los 19 casos estudiados se pudo

demostrar inmunoreactividad para el antigeno CD1 (T6).

11.2.2.~- POBLACIONES LINFOCITARIAS.

El nGmero de casos estudiadoes para cada tipo celu-
lar y la distribucién de sus intensidades se resumen en
la tabla 24.
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TABLA 23.- RELACION ENTRELA PRESENCIA DE CELULAS IN-

TERDIGITANTES (S-100 +) Y LA DURACION ME-

DIA DE LOS SINTOMAS CRANEALZS.

TOTAL TIEMPO DE EVOLUCION
S-100 CASOS (X EN MESES)
POSITIVA 9 1,5
NEGATIVA 13 3,8
TOTAL 22

p<£ 0,05

%
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TABLA 24.- SUPTIPOS CELULARES EN LA AH

SUBTIPO N2 TOTAL DE INTENSIDAD

CELULAR CASUS ESTUDIADOS 0 1« + 3¢ 4
B 18 15 1 0 0
T 22 0 9 6 3
CD4 22 0 9 6 3
CcD8 23 0 16 6 1 0
CELULAS-K 19 19 0 0 0
HISTIOCITOS 22 0 6 9 4
HLA-DR 19 0 b 5 3
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La presencia de linfocitos B se estudié en 18
casos. Unicamente sn 3 se detectaron células CDl9 (Pan
B) y/o CD22 {fan B) positivas. BEn 2 casos, estas célu-
las eraa muy ocasionales, aisladas y situadas en la
gona de la capa mediz en un caso y en la adventicia en
el otro (figura 15). En el tercer caso existié un
grupo amplio de células CD19 y CD22 positivas en la
adventicia y tejidos periarteriales muy bien delimitado
Y que parecia independiente del pxoceso inflamatorio
que afectaba al resto de la pared arterial. BRste grupo
celular era también positivo para el HLA-DR. Los dos
primeros casos eran AH clésicas y el tercero era una Al
atipica. No existian datos clinicos, histolégicos o

inmunochistoquimicos diferenciales entre estos 3 casos y

11.2.2.2.- LINFPOCITOS T.

La celularidad T fue estudiada en 22 casos y es-
tuvo presente en todos ellos con mayor o menor intesi-
dad (tabla 24) (figura 16). As{, se observaron células
T ocasionales en 4 casos, focales en 9, intensas en 6 y
muy intensas en 3. Los 4 casos con ocasionales células
T eran todos ellos AH ati{picas con escasa celularidad
global en las secciones tefiidas con hematoxilina-eosi-
na. Todos los casos con presencia muy intensa de célu-

las T se trataban de AH clésicas.
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Las subpoblaciones T colaboradora (CD4 positiva) y

T supresora/citotéxica (CD8 positiva) se estudiaron en
22y 23 casos rospectivamente. La tincién con el CD4
daba una ligera reactividad con los macréfagos, débil y
granular, que podia distinguirse de la positividad més
intensa y precisa ic ive linfocitos. Sin embargo, esta
reactividad histiocitaria dificultaba el contaje celu-
lar por lo que f€Gnicamente se establecieron relaciones

semicuantitat.vas entre células CD4 y CD8 positivas.

Las células CD4 inmunoreactivas fueron ocasiona-
bles en 4 casos, focales en 9, intensas en 6 y muy
intensas en 3 (tabla 24). Los 4 casos con celularidad
CD4 ocasional correspondian a una AH atipica. El nfime-
ro de células CD8 positivas fueron ocasionales en 16

casos, foceles en 6, @ intensas en 1 caso (tabla 24).

Ninguna arteria mostré una gran intensidad de
células CDS8. Bn los casos en los que se estudiaron
ambas subpoblaciones CD4 v CD8, se evalué semicuantita-
tivamente la relacién entre estos subtipos celulares en
3 grados en funcién de si la poblacién CD4 predominaba
intensamente sobre la poblacién CD8 (++), si la predo-
minancia era ligera (+) o si ambas poblaciones eran
similares (). De esta manera se detectaron 13 casos

donde la relacién CD4/CD8 era muy e'-vada (figuras 17 y
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Figura 15.- Escasa positividad para linfocitos B
(CD19). (FAAFA-hematoxilir x 250).

FPigura 16.- El mismo segmento arterial muestra

abundancia de linfocitos T (CD3). (FAAFA-hematoxi-

lina x 250%.
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1#), 5 donde las células CD4 predominaban ligeramente
sobre las CD8 (figuras 19y 20) y 4 casos donde la
relacién era similar.

En base a estos datos se estudid la relacitdn entre
el ~ociente CD4/CD8 y el tipo histolégico de las arte-
rias, el tiempo de evolucién de los sintomas craneales
Y la duracién del tratamiento. De los 17 cesos de
arteritis temporal cl&sica, 10 tenfian una gran predomi-
nancia de CD4, 4 tenian predominio moderado y en 3
casos las poblaciones CD4 y CD8 eran parecidas. De
forma similar en los S5 casos de arteritis temporal
atipica la relaci6n CD4/CD8 era elevada en 3 casos,
moderada en uno y similar en otro. As{ pues, no exis-
tia relacién enire las subpoblaciones T y el tipo his-
tolégico de la enfermedad. Tampocc se observé relacidn
entre la proporcién de células CD4/CD8 positivas y el
tiempo de evolucién de los sintomas craneales. Aunque
todos 1los pacientes con proporcién CD4/CD8 similar
habian sido tratados, no pudimos demostrar una relacién
significativa entre la proporcién CD4/CD8 y la adminis-

tracién de corticosteroides tabla 25).

11.2.2.3-- CW Ka
La presencia de células Leu 7 positivas (células
K) Zue estudiada en 19 casos (tabla 24). Todos ellos
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Figuras 17 y 18.- Secciones seriadas de la misma
arteria donde los linfocitos CD4 (figura 17) pre-
domin&n claramente sobre los linfocitos CD8 (figu-

ra 1R) (PAAPA _homatrwiline = 2.0,
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TABLA 25.- RELACION CD4/CD8 Y TRATAMIENTO

TRATAMIENTO CD4/CD8++ CD4/CD8+ CD4/CD8=
£ 4 pias 9 4 2
> 4 DIAs 4 1 2

TOTAL 13 5 4




Figuras 19 y 20.- Secciones seriadas de una arte-

ria donde los linfocitos CD4 (figura 19) son mode-
radamente més numerosos que los linfocitos CD8
(figura 20). (PAAFA-hematoxilina x 250).
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resultaron negativos. BEn la sayoria de lan secciones
histoldgices existia un control interno positivn que
eran los filetes nexrviosos ya gque Leu 7 reconoce tam-
bién una proteina relacionada con la mielina. BEn todos
los casos los filetes nerviosos resultaron positivos.

II.2.3.- MACROFAGOS.

La poblacién histiocitaria fue estudiada con el
anticuerpo monoclonal EBM-11 en 22 casos y ccn la liso-
tima en 18 (figuras 21 y 23). La reactividad con ambos
marcadores era parecida en la mayorfia de los casos o
ligeramente superior con el EBM-1l. En 3 casos la
positividad para la lisozima fue algo superior que para
el EBM-11. S8Sin embargo, no es posible establecer com-
paracicnes entre estos marcadores porque los cortes
histolégicos donde fueron estudiados correspondfan a
&reas diferenties de las arterias ya que la lisozima fue
estudizda en el material fijado e inclufdo en parafina
y el EBM-11 sn las secciones congeladas. Los resul-
tados, expresados ea la tabla 24, reflejan la poblacién
identificada con ambos marcadores. El nGmero de macré-
fagos detectado con los anticuerpos fue muy superior a

lo que sugeria el examsn histol6gico convencional.

La distribucién de los macréfagos era dispersa en
la pared arterial con una cierta tendencia a disponerse



242

Figuras 21 y 22.- Secciones seriadass de la misma
arteria que demuestran una abundante presencia de
macréfagos (EBM-11) (figura 21) que predominan
sobre los linfocitos T (CD3) (figura 22). (FAAFA-
hematoxilina x 250).
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Pigura 23.- Macréfagos identificados mediante el

suero anti-lisozima. (ABC-hematoxilina x 250).
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en la sona de 1la lémina eléstica interna. BEn algunos

casos 80 observaron células positivas de forma alargada
intimamente asociadas a los restos do la lé&mina elés-
tica, incluso siguiendo en parte la tipica ondulacién
de estas fibras. Esta imagen fue preferentemente reco-
nocida con el EBM-11. Las células gigantes multinu-
cleadas fueron tsfiidas tanto con el EBM-11 como con la
lisozima (figuras 24 y 25).

Bl nGmero de macréfagos fue més elevado en las AH
clésicas que en las atf{picas (tabla 26). Cuando se
compararon las poblaciores de linfocitos T y macréfagos
se ocbservé qua en 10 de los 22 casos (46%) predominaban
los macréfagos (figuras 21 y 22), en 9 casos (40%)
existia una poblacion similar de ambos tipus celulares,
y en los otros 3 (148%) las células mds abundantes eran
los linfocitos T. BEsta distribucién no estaba influen-
ciada por el tiempo de duracién de lcs sintomas cranea-

les ni por el tratamiento.

II1.3.- ANTIGENOS DE ACTIVACION CELULAR.

IX7.3.1.- RECEPTOR DE LA INTERLEUKINA-2.
El receptor de la interleukina-2 (IL-2R) fue de-
tectado en 15 de 1los 23 casos estudiados (65%). Las

células positivas en todos ellos fueron ocasionales o
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Figura 24.- Célula gigante multinucleada iden-
tificada mediante el Ac Mo EBM-11 de acuerdo con

su estirpe macroffgica (FAAFA-hematoxilina x 400).

FPigura 25.- Células gigantes multinucleadas tefii-

das con el suero anti-lisozima. (ABC-hematoxilina

x 250).



TABLA 26.- RELACION ENTRE LA INTENSIDAD DE LA POBLA-
' CION HITIOCITICA Y EL SUBTIPO HISTOLOGICO

DE AH.
TOTAL INTENSIDAD
TIPO HISTOLOGICO CASOS 1-2+ 3-4+
AH CL§SICA 16 4 12
AH ATIPICA 6 5 1

TOTAL 22 9 13
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focales y no adoptaban ningtn patrén de distribucién
particular (figura 26). Mo se observé relacién entre
la presencia de células IL-2R positivas y el tiempo de
evolucién de la sintomatologia craneal o el tipo his-
tolégico. Por el contrario, la influencia del trata-
miento con corticosteroides sobre la expresién del IL-
2R fue muy marcada: 14 (87'5%) de los 16 casos en que
la biopsia fue obtenids antes del inicio del tratamien-
to, o durante los primeros 4 dfas tras el inicio del
mismo, resultaron positivos para el IL-2R frente a
Gnicamente 1 (14%) de los 7 que habian recibido trata-
miento durante més de 4 dias (p < 0'01) (tabla 27).

II.3.2. ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD DB CLASE
II1.

La positividad para el HLA-DR se estudié en 19
casos. La intensidad de la inmunorreaccién fue ocasio-
nal (+) en 2 casos, moderada (2+) en 9, intensa (3+) en
5 y muy intensa (4+) en 3 (figura 27) (tabla 24). El
patrén de 1la positividad sequia una distribucién muy
similar a la observada con el EBM-11 sugiriendo que
eran los macréfagos los principales responsables de la
inmunorreactividad para DR (figuras 27 y 28). Asimismo
las células tefiidas para este antigeno tenfan una mor-
fologia sugestiva de macréfago con amplios citoplasmas
y bordes irregulares. En algunos casos las células DR
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Pigura 26.- Seccién arterial procedente de un

paciente no tratado que muestra inmunorreactividad
para el IL-2R en algun-s células aisladas (FAAFA-
hematoxilina x 250).
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Figuras 27 y 28.- Secciones seriadas del mismo

caso que demuestran positividad para el
HLA-DR (figura 27) siguiendo una distribucién
parecida al Ac Mo EBM-11 (figura 28). (FAAFA-
hematoxilina x 250).
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TABLA 27.- RELACION ENTRE TRATAMIENTO Y EXPRESION

DEL IL-2 R

DURACION TOTAL IL-2 R IL-2R
TRATAMIENTO CASOS . -
& 4 Dias 16 14 2
> 4 DIAS 7 1 6
TOTAL 23 15 8

pg 0,01
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positivas se adosaban a las fibras elésticas al igual
que ocurria con el BEBM-11. §in embargo, al comparar
estrichamente las secciones tefiidas para «l EBM-11 y
par” el HLA-DR, en '~ mayorfia de los casos, la inten-
sidad de la reaccién era superior con el primero que
con el segundo. BEn 5 casos la positividad para DR fue
francamente inferior que para el EBM-11 con un punto
menos en el sistema de gradacién utilizado en este
estudio. De esta forma mientras s5lo 4 (25%) de las AH
clésicas tenian una intensidad de macréfagos de 1-2+, 7
{47%) de las mismas tenfia una intensidad de 1-2+ para
el HLA-DR. Ninguno de los 4 casos de AH atipica tuvie-
ron una intensidad DR de 3+-4+. No se encontr$ ninguna
relacién entre 1la intensidad de la inmunorreactividad
para DR y la duracién de la clinica craneal de los

pacientes ni con el tratamiento.

En la mayoria de las arterias, el endotelio ex-

presaba también el antigeno DR.



DISCUSION
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1.~ MANIFRSTACIONES CLINICAS.

Las manifestaciones clinicas de los 65 pacientes
fueron recogidas con detalle personalmente y de manera
prospectiva en la mayor parte de pacientes con el fin
de establecer correlaciones con el estudio inmunogené-
tico. Por este motivo existen algunos aspectos que

resulta interesante comentar.

Es de seflalar el elevado porcentaje (98‘'58) de
pacientes que presentaron manifestacioncs craneales.
86lo una paciente, cuya anamnesis fue dificultosa por
la existencia de una demencia senil previa a la apari-
cién de la enfermedzd, negaba haber sufrido algtGn tipo
de manifestacién craneal y a la ves sus arterias tem-
porales eran normales a la exploracién fisica. Bste
hecho se debe probablemente al cardcter parcialmente
prospectivo del estudio donde se interrogé de manera
dirigida no s6lo sobre la presencia de manifestaciones
clésicas de la enfermedad (cefalea, claudicacién man-
dibular, alteraciones oculares), sino también sobre
otras anomalfas menos frecuentes tanto en el momento de
la evaluacién como en los meses previos. La relativa
frecuencia en nuestra serie de manifestaciones con-
sideradas raras como otalgia, odontalgia, dolor lin-
gual, carotidinia y edema facial, obedece asimismo al
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carfcter semiprospectivo del estudio. Bl frecuente
hallazgo de anomalias a la exploracién (fisica de las
arterias craneales (908%) es debido a la valoracién no
s6lo del engrosamiento, signos inflamatorios o ausencia
de pulso sino también de asimetrias e irregularidades

en el mismo durante su trayecto y a la exploracién del
re3to de arterias craneales.

Frente a la elevada proporcién de pacientes que
presentaron algtn tipo de anomalia craneal contrasta en
apariencia el notable porcentaje de pacientes (32%) que
consultd por otros motivos (PMR aparentemente aisliada,
fiebre, anemia, pérdida de peso u otras alteraciones).
En ellos los datos de anamnesis o exploracién orien-
tativos quedaban en segundo término. 8in embargo, al
igual que en muchos de los casos descritos como formas
de presentacién atipica (94, 234, 283) estos datos se
hallaban también presentes. Estos hallazgos corroboran
la importante correlacidn existente entre la presencia
de manifestaciones craneales, aunque leves y la positi-
vidad de la biopsia temporal tal como sefialamos en es-
tudios previos (117, 119, 439, 595), asf{ como la nece-
sidad de realiszar una correcta anamnesis y exploracién
antes de prescribir una biopsia temporal a un paciente

con s6lo manifestaciones generales (117, 119).



as3
A pesar de que la prevalencia de alteraciones
visuales irreversibles parece haber disminufdo en las
series mds rxecientes (48, 49, 95, 282, 320, 597) res-
pecto a las series més antiguas (19, 245, 265, 298,
412, 618), todavia un 17% de nuestros pacientes sufrio
defectos visuales permanentes. BEn todos ellos, exis-~
tian en el momento de aparecer las complicaciones ocu-
lares, manifestaciones craneales caracteristicas de la
enfermedad suficientes para sospechar faertemente el
diagnéstico. Todos ellos habian consultado a un facul-
tativo antes de desarrollar el defecto visual y excepto
en un caso donde la amaurosis sobrevino a pesar de un
tratamiento correcto (76j el resto no fueron diagnos-
ticados ni, por supuesto, tratados antes de aparecer la
complicacién. Bstos hechos traducen un conocimiento
insuficiente de la enfermedad y una escasa sensibiliza-
cién hacia su deteccién en nuestro medio.

Como se ha sugerido en algunas series recientes
(48, 597), la presencia de fiebre fue significativa-
mente menos frecuente en los pacientes con alteraciones
oculares. La pérdida de peso fue también menos habi-
tual entre los pacientes con déficits visuales per-
manentes. Bstos datos, de confirmarse en series més
amplias, podrian poseer un importante significado pro-
néstico al definir poblaciones de mayor riesgo de ce-
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guera y poblacionss de menor riesgo. BEsta divisiom
permitiria un ajuste terapeGtico mejor para reducir las
complicacicnes yatrogénicas no despreciables en este
grupo de pacientes (48).

Las caracteristicas de edad y sexo de nuestros
enfermos, as{ como el resto de manifestaciones clinicas
son similares a las descritas en las series més numero-
sas (48, 49, 95, 245, 265, 267, 282, 298, 320, 321).
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