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ANTECEDENTES CIENTIFICOS

La escleroderma se define como una enfermedad crénica de etiologia desconocida con una
gran variedad de presentaciones clinicas La principal caracteristica de la enfermedad es la presencia
de fibrosis y los cambios degenerativos en la piel, vasos sanguineos y oOrganos como tubo
gastrointestinal, pulmén y riion', En términos generales escleroderma quiere decir "piel dura”, con
caracieristicas que incluyen, hipespigmentacion e hipopigmentacion, engrosamiento y adefgazamiento

de la piel y pérdida de su elasticidad?

La acroescleroderma se caracteriza por alteraciones vasculares, edema y esclerosis de la piel,
casi siempre limitada a areas distales, mientras que la escleroderma difusa puede afectar tronco y
extremidades con una progresion mas répida y sintomas inflamatorios pronunciados. Un subgrupo de
pacientes con acroescleroderma muestra telangiectasias diseminadas, calcinosis, afeccién del eséfago

y fendmeno de Raynaud, constituyendo el denominado sindrome de CRE.S.T'

Una clasificacidn reciente (cuadro 1), distingue tres tipos de esclercderma sistémica de
acuerdo con la extension de la afeccion cutinea. En pacientes con acroescleroderma las
manifestaciones cuténeas permanecen confinadas a las areas distales durante varios aftos (tipo 1). Enla
acroesclerodema con esclerosis ascendente, la afeccién cutinea progresa proximalmente a brazos,

piernas, tronco superior y al final a toda la piel ( tipo 1), estos sujetos sufren a menudo de miositis y



artritis. En la escleroderma difusa, los cambios cutineos primero aparecen en tronco y luego se
diseminan en un periodo de tiempo relativamente corio, estos enfermos presentan manifestaciones

intemas mas graves y son quienes tienen peor pronéstico (tipo I

La escleroderma se ha descrito en todo el mundo v en todas las razas. La incidencia anual se
estima entre 4.5 a 20 nuevos casos por millén de individuos y su frecuencia aumenta con la edad,
alcanzando su pico miximo entre los 30 y 50 afios de edad y es poco comtin en la infancia. En un
estudio de la Clinica Mayo, de un total de 727 casos s6lo 1.5% se presentd en menores de 9 afios y
8.7% entes de los 20 afios’ Es més frecuente en mujeres { 3:1) y esta relacion se eleva en la edad
reproductiva. Existen algunos factores predisponentes, tales como la exposicién a clomiro de
polivinilo, uso de hidrocarburos clorados y arométicos en solventes como tolueno y benceno y
exposicién a polimerizacion de resinas epoxicas’™, aungue estos casos de escleroderma secundaria,

no necesariamente corresponden a la enfermedad idiopatica, no obstante sus similitudes

clinicopatologicas.

Se ha sugerido predisposicidn hereditaria a la escleroderma, con base en el hecho de que los
familiares de pacientes con escleroderma sistémica difusa estan afectados con otras enfermedades de
probable etiologia antoinmune. De esta manera, se han encontrado anticuerpos antinucleares en un
25% de los familiares de estos pacientes contra un 8% de individuos control. Sin embargo, la

presentacion familiar de esta enfermedad es poco frecuente. Se ha sugerido también una




predisposicién genética por el informe anecddtico de la conincidencia de escleroderma en una madre y
en su hijo de 6 meses de edad” No obstante, dado que ambos estuvieron expuestos a un posible agente

etioldgico, la influencia de factores externos no puede ser descartada, adn en este caso.

Se ha sugerido que los factores autoinmunes, metabolicos u otros, que participan en la
patogenia de la escleroderma, estén derminados genéticamente. Se ha propuesto sobre la base de que
varias moléculas del complejo principal de histocompatibilidad como: A24, A9, B8, B35, DR1, DR3 y

DRS, pudieran estar asociadas con la activacion de fibroblastos?

Aunque algunos autoanticuerpos son altamente especificos para esderoderma, aiin no existe
evidencia de su posible papel en la patogenia de Ia enfermedad. La inmunidad mediada por células
podria jugar un papel primordial en el desarrollo del proceso fibrotico local y de las alteraciones
vasculares.'® Se ha reportado una relacion elevada de linfocitos T CD4/CDS y un aumento de la
funcion de las células QD4," estas iltimas, a nivel local, liberan factores solubles, que junto con los
liberados por macrofagos y trombocitos, favorecen la quimiotixis de mononucleares, ademas de

mitosis y sintesis de colagena por los fibroblastos’

Se han encontrado en una misma biopsia distintas poblaciones de fibroblastos, diferentes ¢n su
capacidad de biosintesis de coligena,’” sugiriendo que ocurre una seleccion de ellos mediante la

actividad de ciertos mediadores tisulares que podrian ser importantes en la patogenia de la



escleroderma.'? La activacion de sintesis de colagena por fibroblastos anormales puede obedecer a un
trastomo en el control transcripcional, resultando en sobreproduccion de colagenas tipos I y I
estructuralmente normales. Ea presencia de fibrillas de colagena delgada, pudiera ser explicada por ia
alteracién en la unién de los péptidos de procolagena aminoterminales™"’

Algunos péptidos con actividad mitogénica han sido implicados en laz patogenia de la
escleroderma sistémica; entre otros, los factores transformadores del crecimiento oo (FTC- oy v §
(FTC- B) se distinguen quimicamente por su dnica secuencia de aminoacidos y por su diferente
biologia celular, El FTC-o es mitogénico para fibroblastos, mientras el FTC tiene efecto bifuncional
en células en crecimiento y puede estimular o inhibir €] crecimiento de algunas células en clertas
condiciones. El FTC- es un péptido de cadena tnica de 50 a 53 aminodcidos con tres puentes de
disutfuro. ELFTCP tiene una estructura homodimérica compuesta de dos cadenas de [12 residuos de
aminoécidos, cada uno contiene 9 residuos de cisteina. Las interacciones entre estos dos péptidos

13,14

pueden ser sinérgicas o antagénicas dependiendo de las circunstaacias.

El FTC tiene por lo menos, seis subtipos, de los cuales, los mejor caracterizados son el FTC-

Pl, que es el mas abundante, y el FTC2. Ambos se unen a receptores que se localizan en dermis y
alrededor de los vasos sanguineos y han sido reconocidos como promotores de la sintesis de colagena
por los fibroblastos y por consiguiente de aumento de la matriz celular en pacientes con escleroderma

sistémica en comparacion a controles normales'*'®




E! factor de crecimiento epidérmico (FCE) es un polipéptido de 53 residuos de aminoécidos,
es sintetizado en plandulas salivales y de Bruner en el duodeno, fibroblastos, megacariocitos,
probablemente en plaguetas ¥ rifion. El FCE tiene funcién mitogénica en una variedad amplia de
células y se le ha atribuido funcién hormonal in vivo en la maduracion de varios tejidos.” Tiene
diferentes funciones biologicas entre las cuales se encuentran el crecimiento y replicacion celular,
estimulacion de 1a proliferacion y diferenciacion de células epidérmicas en la piel y en el epitelio de
macto digestivo, maduracion de epitelio pulmonar, inhibicién de la secrecidn de acidos a nivel
gstrico.'* E1 FCE se ha localizado en diferentes liquidos corporales; incluyendo, saliva, plasma, leche

y orina, por Io que se ha sugerido que este factor tierle un papel importante en la homeostasis. ">

La actividad del FCE a nivel celular es dependiente de receptores cetulares Diversos estudios
indican que e} receptor de FCE es una molécula con actividad de proteincinasa, que se activa durante
la unién del FCE, lo cual lieva a una fosforilacién de proteinas intracelulares. También se han
localizado receptores intracelulares pero aim 1o se conoce su importancia'® Estudios en pacientes con
escleroderma sistémica progresiva demuestran que el nimero de receptores para FCE en los
fibroblastos se encuentra disminuido y los que permanecen presentes estdn alterados y tienen poca

afinidad para e! factor de crecimiento. Esto no sucede en fibroblastos de piel normal™>',

La sintesis de coldgena de fibroblastos normales es regulada por los FTC1 y FTC2,

mientras que el FTC-cx compite con los receptores para ¢l FCE. El FCE tiene una funcién reguladora



sobre el FTC-f. Estudios in vifrohan sugerido que Ia produccion de FCE esta disminuida en pacientes

con escleroderma sistémica, Dado su efecto antagonista con et FTCH, fo anterior activarfa a los
fibroblastos, favorectendo la sintesis de colagena en forma desordenads, lo cual podiia explicar, en

parte, la patogenia de la enfermedad "%

Con base en lo anterior, y considerando que no existe un estudio hasta ahora que haya
determinado los niveles del FCE en liquidos biologicos de pacientes con escleroderma, que por los
antecedentes ya comentados se esperarian bajos en pacientes con escleroderma sistémica en
comparacién con individuos comtrol, se efectud este estudio para comprobar y determinar su

importancia.



MATERIAL Y METODOS

E! presente estudio se llevo a cabo en et Instituto Mexicano del Seguro Social, en el Hospital
de Especialidades "Dr. Bemardo Sepulveda” de! Centio Médico Nacional siglo XXI, en México, D.F.
Se incluyeron todos los pacientes con escleroderma  sistémica o sindrome de
CR.ES.T.(ESP/CREST),de la consulta externa del Departamento de Reumatologia, en un periodo de

tiempo comprendido de octubre a noviembre de 1993,

Se incluyeron 11 pacientes que llenaron criterios para ESP segiin la Asociacién Americana de
Reumatologia (ARA), (tabla 2) y 3 pacientes con eriterios clinicos para C.R.E.S.T. (calcinosis extensa,
fendmeno de Raynaud, trastornos en la motilidad esofagica, esclerodactilia y telangiectasias)’
Ademas, se incluyeron en e! estudio 19 sujetos control de edad, sexo y costurnbres similares y cuyas
caracteristicas se describen en la tabla 3. Todos los sujetos fueron informados e invitados para la

realizacion del proyecto de investigacion, mediante aprobacion y firma de hoja de consentimiento.

A todos los sujetos se les tomaron muestras de saliva previa estimulacion de la secrecion de la
misma mediante el uso de parafina masticada. Estas muestras fueron depositadas en alicuotas que
contenian 50 ul de trasilol y posteriormente se guardaron, para su conservacion, a una temperatura de
4°C antes de su procesamtiento. Se tomaron también muestras de sangre de! pliegue del codo y se

siguio ¢l mismo proceso ya descrito. Se recolectd ademas la primera orina de la mafiana en un



volumen aproximado de 200 ml que también se guardaron en refrigeracion hasta su procesamiento.
Cabe mencionar que todas las muestras en todos los pacientes fueron recolectadas a la misma hora del

dia (08:00hrs),




TABLA 1

Criterios de clasificacion para la esclerodermia sistemica

CRITERIO PRINCIPAL

- Escleroderma proximal: Cambios esclerodermatosos tipicos en la piel (excluyendo formas
localizadas de escleroderma) que afectan 4reas proximales a
Ias articulaciones metacarpofalangicas o metatarsofalingicas.

CRITERIO MENOR

- Esclerodactilia: Cambios esclerodennatosos limitados a los dedos.

- Cicatrices digitales resultantes de isquemia.

- Fibrosis pulmonar bibasat no atribuible a enfermedad pulmonar  primaria.

ARA (Asociacibn Americana de Reumatologia)

La determinacién de los niveles de FCE en los liquidos biologicos obtenidos se realizd
mediante un estudio de radioinmunoanalisis, que tiene como principio basico, una competencia entre
un antigeno marcado radiactivamente {(I'® FCE humano) y uno no marcado, presente en la muestra a
estudiar de) individuo. Se agregd un anticuerpo contra el FCE localizado en el liquido bioldgico y por
lo tanto los sitios presentes en este para el antigeno, se saturan de manera que cuando se agrega el

antigeno marcado (]ns FCE) a la muestra en estudio podra encontrar o no sitios disponibles de unién



en el anticuerpo. De esta forma, la cantidad de 1% FCE humano que se une es inversamente
proporcional a la cantidad de FCE localizada en las muestras biologicas. Una vez efectuada la
reaccin, se realiza separacion de! antigeno radiactivo libre, mediante la adicién de un segundo

anticuerpo dirigido conira la gamaglobulina del primer anticuerpo,

Como el método se desarrolld originalmente para cuantificar el FCE en orina, hubo necesidad
de estandarizacion para cuantificar este factor en saliva y suero, diluyendo tanto el anticuerpo como el

I'®FCE ¢ incrementando la cantidad de la muestra con el objeto de aumentar la sensibilidad.

El procedimiento consiste en incubar en alcuotas 100 pl de suero, saliva y orina de pacientes
con ESP/CRES.T., controles y calibradores con 100 il de antisuero y 100 pl de I'*FCE durante una
hora a temperatura ambiente. Después de este tiempo se agrega ¢! reactivo inmunoprecipitante
{segundo anticuerpo mds polietilenglicol) a las muestras y se incuban por 15 minutos mas a
temperstura ambiente y luego se practica centrifugacion durante 15 a 20 minutos, dejando sdlo el
sedimento, posteriormente se procesan en un contador de radiaciones gamma y los resultados se
obtienen al extrapolar las cuentas obtenidas para controles y pacientes problema en la curva estandar

elaborada. El reporte se hace en nanogramos por mililitro (ng/ml).
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ANALISIS ESTADISTICO

T de Stzdent para muestras independientes.
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RESULTADOS

Se estudiaron 14 pacientes con ESP/CREST con edad media de 50.36t11.24 afios (30-66
aftos), 13 fueron del sexo femenino y uno del sexo masculino. Once pacientes llenaron criterios para
ESP y tres para CREST, con evolucién promedio de la enfermedad de 123 afios, Nueve pacientes
cursaban con Sindrome de Sjégren (SS), cuatro con hipertensién arterial, dos‘con cirrosis biliar
primaria y uno con sindrome mielodisplasico. Tres pacientes tenfan alooholismo positive ocasional y
dos tabaquismo. El tratamiento médico en 10 de estos pacientes era con D-Penicilamina y en tres con

oolchicina.

E! grupo control estuvo formado por 19 sujetos aparentemente sanos con edad media de
49.1£11.5 {29-70 afios), 18 del sexo femenino y uno masculino, dos de elios tenian hipertensitn

arterial controlada, siete eran fumadores ¥ tres con alcoholismo ocasional (tabla 2).

Se tomaron muestras de saliva a 13 pacientes con ESP/CREST, no siendo posible recolectarla
en uno de eflos por xerostomia acentuada. Los niveles de FCE fueron de 8.128.1 ng/ml en pacientes

con ESP/CREST en comparacitn a 15.1+18.8 ng/ml de} grupo control con una P =0 17 (tabla 3).

No fue posible 1a toma de muestra sanguinea en res pacienies por secuelas propias de ta

enfermedad, que impedian la venopuncién. Ademés, hubo hemolisis en otras tres muestras, este Ultimo

12



problems también se presentd en 5 de los sujetos control. Los niveles de EFC en ESP/CREST fueron

1.2042.2 ng/ml y 1.39£1.8 ng/ml en el grupo contro), con una P=0.89 (tabla 3).

La recoleccion se llevd a cabo en todos los pacientes con ESP/CREST y en 18 controles. Los

resultados fueron de 67.8+40 ng/ml y 84.24:56.9 ng/ml respectivamente, con una P=0.36 (tabla 3).

Para tener uma mejor evaluacion de 1a excrecion de FCE en orina, tomando en cueuta'que €
nivel de este péptido varia de acuerdo a alteraciones en la funcion hormonal y renal, se hizo una
relacion entre los valores del FCE urinario por cada gramo de creatinina. Los resultados en pacientes
con ESP/CREST fueron de 76.7433.4 ug/gr de creatinina y 107+44.5 ug/gr de creatinina para

controles (tabla 3),
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Tabla 2

Datos demograficos de pacientes con esp/crest y controles

ESP/CREST CONTROLES
Pacientes 14 19
Edad 50.36+11.24 49.11+11.5
Sexo M/F 113 _1ns
Diagnéstico 11/13
Evolucién afios 123
Alcoholismo 3 3
Tabaguismo 2 7
Otros diagnosticos
* Cirrosis B.P. 2 e
** H.T.A. 4 2
5. Sjdgren 9
Tratamiento
D-Penicilamina 10
Colchicina 3

* Cirrosis biliar primaria, ** Hipertensiin arterial

14




Tabla 3
Factor de crecimiento epidermice en pacientes con esp/crest y controles

ESF/CREST CONTROLES Valor de P
Saliva 8.118.1 15.15:18.85 0,17
Suero 1.342.22 1.40+1.86 0,89
Orina 67.8:40.41 84,2856 .95 0.36
FCEAlg/z. 76.76+33.4 107.00:44.5 0.025
creatinina

15



DISCUSION

En el presente estudio se encontrd que los pacientes con ESP/CREST tietten niveles medios de
FCE dismimido en suero, saliva y orina. El FCE se produce en glindulas salivales, y glindulas de
Brunner en el duodeno, también en la sangre por megacariocitos, los cuales son reconocidos como la
principal fuente de FCE. A nivel renal se le han detectado en sujetos sanos los niveles més altos de
FCE, sugiriendo que ademis del FCE que se produce se suma a su excrecion una produccién propia

del rifén en los tibulos.!™'?

En nuestros pacientes cuando se tomaron las cifras absolutas de FCE en orina,las diferencias
no fueron estadisticamente significativas, al compararar con los coniroles, pero cuando se tomé la

relacion de las cantidades del FCE por gramo de creatinina se encontrd una P de 0.02 (figura 4).

Por lo anterior nuestros datos muestran que no s6lo hay una disminucion de la excreciénvrmal
del FCE en los pacientes con ESP/CREST, sino que pudiera evidenciar una lesidn renal subclinica
como se habia sugerido,” ya que ninguno de nuestros pacientes tuvieron lesion renal evidente, sino
que ademés, tuvieron niveles medios de FCE bajos tanto en sangre como en la saliva, y ésto pudiera
sugenir que el FCE no se produce en forma normal, o es fijado por receptores celulares que los

secuestran y por tal motivo, los niveles en suero estan disminuidos.

16



Se ha sugerido que el FCE actia sobre otros factores del crecimiento, regulandoel efecto de

estos sobre la actividad de los fibroblastos y por tal motivo frenando la produccion de colagena'™'®

De esta manera como nuestros pacientes tienen niveles medios de FCE bajos se pudiera inferir

Gue esa carencia estaria jugando um papel importante como factor en la patogenia de ESP/CREST.

17



CONCLUSIONES

1.- Los pacientes con ESP/CREST tienen niveles medios de FCE bajos en saliva y orina en
comparacion a controles, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas (debido quizé al

reducido mimero de pacientes estudiado), los hallazgos podrian tener relevancia bioldgica,

2.- Esta disminucién pudiera explicar de cierta manera la patogenia de la ESP/CREST por la
falta del efecto regulador de! FCE sobre el FTCf1, lo cual tiene como consecuencia una

sobreproduccion de colagena por los fibroblastos.

3.- Es necesario hacer estudios para determinar si existe captacion del FCE a nivel endotelial,

que pudiera ser |a causa de niveles bajos de este factor a nive} sérico.

18
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