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1. INTRODUCION



1.- INTRODUCCION

1.1.- ENFERMEDAD DE BEHCET

A) RECUERDO HISTORICO

Un dermatdlogo turco, Hulusi Behget, describidé en 1937
(1) 2 pacientes que presentaban ulceraciones orales y genita-
les e iritis con hipopion. El primero presentd ademds eritema
nodoso y su afeccidén ocular evoluciond hasta la ceguera.
Behget realizdé estudios histolégicos y microbioldégicos de las
Glceras y, mediante técnica de Giemsa, descubrid cuerpos de
inclusién por lo que interpretd el cuadro como de probable
etiologia virasica. En los tres afos siguientes describid
tres casos mads y propuso una nhueva entidad nosolégica.
Inicialmente la enfermedad no fue aceptada por todos ya que,
recientemente, se habian descrito otros sindromes oculo-
mucocutaneos (enfermedad de Reiter y sindrome de Steven-Jhon-
son), gque también agrupaban Glceras genitales y afeccién
ocular, y que se prestaban a confusién. Feigenbaun afirma que
la descripcidén de la enfermedad de Behget ya estaba referida
por Hipocrates (2) y, antes de 1937, otros autores ya habian
descrito esta triada (3,4,5) aunque la interpretaron como
secundaria a diversas infecciones (estafilococia, tubercu-

losis o sifilis).



B) EL PROBLEMA DIAGNOSTICO

Posteriormente, junto a la triada clasica (completa o
incompleta) se afiaden rasgos de participacién multisistémica:
neuroldégica (Berlin, 1944), articular (Admantiades, 1949),
vasculitis cutanea (Touarine, 1941), tromboflebitis (Adaman-
tiades, 1946), arteritis de grandes vasos con o sin la forma-
cibén de aneurismas (Fakuda, 1977), y ulceraciones intestina-
les (Baba, 1976). La descripcién inicial del fendémeno de
patergia (aparicién de un plastula o papula horas después de
practicar una puncién en la piel) hecha por Bobner en 1937
(6) sigue planteando controversia ya que su metodologia no
estd estandarizada y su frecuencia varia mucho segin la zona

geografica (7).

El substrato histolégico de la mayoria de las lesiones
es una vasculitis de pequefio vaso, de predominio linfohistio-
citario, pero absolutamente inespecifica donde la necrosis
fibrinoide y la leucocitoclasia no siempre son llamativos.
Hamza lo describe como "...infiltrado polimorfo, de predomi-
nio linfocitario o neutréfilo, de disposicidn perivascular,
que se acompafia de turgencia o proliferacién endotelial que
obstruye completa o incompletamente la luz vascular, y que a
veces se acompafia de necrosis fibrinoide que afecta las

arteriolas" (8).



Pronto se puso de manifiesto que la triada completa no
estaba siempre presente y, en un niamero importante de casos,
era dificil establecer el diagndéstico ya que se trata de una
enfermedad multisistémica en la que los sintomas cardinales
pueden estar separadas por afios, que suele ser atendida por
diferentes especialistas, y que carece de datos biolégicos o
histolégicos especificos. Como en tantas otras enfermedades
de esta naturaleza, se recurrié a distintos sistemas de
criterios diagndésticos. No hay acuerdo acerca de cual es el
mas adecuado. En fecha muy reciente se ha llegado a esta-
blecer uno nuevo con mayor epecificidad y sensibilidad (9)
gue los demas pero, segun veremos después, hay autores que

tampoco lo aceptan como el mejor.

Mason y Barnes (10), en 1969, propusieron el primer
esquema recurriendo a un sistema de criterios mayores y meno-
res. Los mayores comprendian lesiones cutaneas ademas de la
triada clasica, y los menores aquellas otras lesiones que se
habian ido describiendo como frecuentemente asociadas a la EB
(digestivas, tromboflebitis, cardiovasculares, artritis,
afeccidn del sistema nerviosos central). Entre estos ﬁltimos
también se incluyd, como criterio, la existencia de historia
familiar de EB ya que, progresivamente, se habia descrito un
nimero creciente de casos con agregacién familiar (Sezer,

1956 y 1960 y Fowler et al. 1968, citados en referencia 10).



Los autores postulaban que el diagndstico podia establecerse
con la presencia de tres criterios mayores, o de dos mayores

y dos menores.

En 1976 O'Duffy y Goldstein descubrieron una incidencia
importante de afeccidén neurolégica en la EB (11) y piensan
que la mayoria de las manifestaciones tiene el mismo peso a
la hora de establecer el diagnéstico, siempre que vayan
acompafhados de aftosis oral recidivante. Asi, el diagnéstico
quedaria establecido con tres manifestaciones de las que
ellos consideran mas frecuentes (aftas orales, aftas genita-
les, uveitis, vasculitis cutanea, sinovitis y meningoen-
cefalitis) siempre que una de ellas fuera la aftosis recidi-
vante. Son los primeros autores en introducir el concepto de
formas incompletas, que serian aquellas con solo dos manifes-
taciones (una de ellas, obligadamente, 1la aftosis oral
recidivante). Son tajantes a la hora de establecer exclusio-
nes previas: enfermedad inflamatoria intestinal, 1lupus
eritematoso sistémico, enfermedad de Reiter e infecciones

herpéticas.

El esquema mas complejo de diagndéstico es el que elabord
el "Behget's Disease Research Committee of Japan" en 1979
(12) . Introduce, por primera vez, el fendmeno de patergia
como prueba especifica aislada dentro de las manifestaciones

cutaneas y, siguiendo a Mason y Barnes, establece los mismos




criterios mayores y menores, afadiendo a estos dltimos 1la
epididimitis. Asi mismo se diferencia entre diagnéstico com-
pleto, cuando estan presentes los 4 criterios mayores, incom-
pleto, si hay 3 mayores (&6 solo 2, si uno de ellos es la
afeccién ocular), probable solo con 2 mayores y posible con

uno mayor.

Touraine, en 1941 (13), se plantea un enfoque més
practico de la enfermedad de Behget considerando gque 1la
aftosis oral y genital es una manifestaciédn mucosa de una
enfermedad sistémica. Considera tres grupos dependiendo de la
extensién de las manifestaciones: aftosis mucosa aislada
(oral y genital), aftosis mucocutanea, si se afiaden manifes-
taciones cutaneas a las anteriores, y aftosis generalizada si
coexisten manifestaciones oculares, neuroldgicas, articulares
O viscerales. Lehner (14), en esta misma linea, agrupa a los
pacientes seqgin el tipo de manifestaciones, planteédndose que
pueden tener una base inmunopatolégica y prondésticos distin-
tos. Establece 4 categorias de EB: Tipo mucocutaneo, Tipo

artritico, Tipo neuroldgico y Tipo ocular.

En 1985, en una conferencia internacional sobre enferme-
dad de Behget, se intenta establecer un sistema unitario sin
llegar a un acuerdo. Finalmente, en 1990, el "International
Study Group for Behget's Disease" (9) establece un nuevo

sistema de criterios, con sensibilidad del 91,95% y especifi-



cidad del 96,98%. Vuelve a limitarse, practicamente, a la
triada cléasica mas las manifestaciones cutaneas. No se
contemplan las manifestaciones menores (digestivas, articula-
res, neurolégicas ni tromboflebitis) porque, segin los
autores, no tienen valor discriminativo. Sin embargo, se
incluye el fendémeno patérgico como elemento diagnostico
aislado dandole el mismo valor que a la uveitis, las dlceras
genitales o a las manifestaciones cutaneas. Algunos autores
ponen en duda la validez de esta Gltima prueba, al menos en
algunas zonas geograficas donde la frecuencia de su respuesta
positiva es baja (7,15). Por otro lado, la técnica no esta
estandarizada y no se hace mencidén a ninguna metodologia con-
creta en su elaboracidén en el mencionado sistema de crite-
rios. Solo se dice explicitamente que se considera positiva

solo si aparece una pistula.

C) EPIDEMIOLOGIA

Como puede verse, casi 60 afios después de la descripcién
inicial de la EB, sigue existiendo una importante inseguridad
diagnéstica, lo que conlleva una dificil estimacién de su
verdadera incidencia y de su epidemiologia. Los datos
disponibles permiten establecer una incidencia notablemente
alta en una faja que se extiende entre los 30 y 402 latitud
norte, discurre por Europa paralela al Mediterraneo, atravie-
sa Asia por el Norte de la India y llega hasta el Japén. Esta

zona corresponde a la tradicional Ruta de la Seda (figura 1),



La "Ruta de la Seda"

Figura 1 .- Ruta de la Seda



utilizada durante siglos por las caravanas en sus desplaza-
mientos Este-Oeste. Hay también diferencias en la distribu-
cién por sexos y de la edad de inicio en los paises de mayor
y menor incidencia y también en la distribucién y gravedad de
las manifestaciones. Asi, en el Japdén y en la cuenca medite-
rranea, donde existe la incidencia mas alta, la enfermedad
predomina en varones y en edades m&s tempranas siendo en
estos paises una de las primeras causas de ceguera. Por el
contrario en los paises de menor incidencia predominan las
mujeres y aparicién de la enfermedad en edades mas tardias

(16) .

La etiopatogenia de la enfermedad e Beh¢et es desconoci-
da. Se sabe que existen casos familiares en de EB aunque en
la mayoria de las grandes series no llega al 2 % (17). Desde
los estudios de Ohno en 1972 se conoce la mayor frecuencia de
HLA-B5 (18) (en realidad de su subtipo B51) en los pacientes
con EB. Sobre todo en los paises donde la frecuencia de este
alelo es alta en la poblacidén general. Fue este autor quien
interpreté que esta peculiar distribucidén geografica, a 1lo
largo de la Ruta de la Seda, era debida a un origen étnico
comin de la poblacién némada que la atravesdé durante siglos.
No obstante, el factor genético no es suficiente: en estos
paises hay una alta incidencia de HLA-B51 y la mayoria de los
portadores de este alelo no sufren la enfermedad. Ademéas

pueden existir notables diferencia de la incidencia dentro de
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cada pais: mayor en el Norte que en el sur del Japdén (20).
Otro dato importante es que los japoneses que emigran a los
EEUU no sufren la enfermedad (21). También se supone que
influyen factores hormonales ya que la enfermedad tiene un

perfil distinto entre ambos sexos (8).

D) ETIOPATOGENIA

Parece evidente que existen factores ambientales desen-
cadenantes que son imprescindibles para que se desarrolle la
enfermedad, probablemente condicionados por el factor geogra-
fico. Hay datos experimentales gque apoyan el que agentes
infecciosos y sustancias inorganicas puedan estar implicados
en la etiopatogenia de la EB. Sin embargo estos agentes no
actuarian como téxicos directos sino induciendo alteraciones
inmunolégicas, en sujetos con una determinada dotacién

genética, que desencadenarian la enfermedad.

En los pacientes con EB se han encontrado datos que van
a favor de una relacién o dependencia con infeccidén por virus
herpes simple tipo I (VHS-1). Tienen, con mayor frecuencia
que los individuos sanos, inmunocomplejos especificos para
dicho virus (22); se han detectado, con técnicas de hibrida-
cidén, homdlogos de material genético de VHS-1 en los leucoci-
tos de los pacientes (23,24); se ha comprobado una respuesta
celular alterada de los linfocitos CD4 y CD8 frente a antige-

nos del VHS-1 (25), y, mediante técnicas serologicas, se ha
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encontrado una mayor frecuencia de titulos elevados de anti-
VHS~-1 en pacientes con EB que en la poblacidn control (26).
Hamza encuentra una mayor frecuencia de HBsAg en una pobla-
cién de 50 pacientes con EB que en pacientes control (8).
Publicaciones recientes (27) hacen referencia a la posible
relacién entre antigenos estreptocécios y enfermedad de
Behget objetivdndose una mayor produccién de IL-6 por parte
de linfocitos T de los pacientes con EB que en los controles,
frente a antigenos estreptocdédcicos (28). Quizads otros

antigenos bacterianos podrian tener efectos similares.

E) ALTERACIONES INMUNITARIAS

El mecanismo lesional también es desconocido. Los datos
experimentales ponen de manifiesto una serie de alteraciones
inmunolégicas muy variadas, a veces contradictorias, y que

resumimos a continuacién:

a) Inmunidad celular

l1.- Linfocitos T: Desde el punto de vista cuantita-
tivo hay una disminucién de células T-helper circulantes
que condiciona el descenso del cociente de células
circulantes CD4/CD8 (8). Mediante cultivo mixto de
linfocitos, Sakane, en 1982, ya sugeria la existencia de
un descenso de helper de supresores como causa fundamen-
tal de la disminucién de CD4 (29). Palmarés, en 1991,

(30) demostrd, en distintos tipos de uveitis, especial-
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mente en la de la EB, que el descenso de células T4
depende de helper de supresores (CD45RA+,2H4+)CD4+ y no
de helper de inductores (CD29+4B4+). Este autor encuen-

tra, ademds, incremento de CDS8.

Cualitativamente se ha demostrado una débil
respuesta a mitégenos mientras que, paraddéjicamente,
existe una respuesta fuerte a antigenos de mucosa bucal
fetal en fase de aftosis que, sin embargo, es débil en
fase de inactividad (31). La produccién de interferdn
gamma presenta variaciones importantes que dependen de
la fase en que se estudien: Ohno (32) comprobd incremen-
to de y-IFN (y de su enzima inducido, 2'-5'-oligoa-
denilato sintetasa) en la fase de actividad. Las
variaciones de y-IFN, segin se trate de fases de
actividad o de convalecencia pueden tener importantes

repercusiones sobre la actividad de células NK (33).

2.- Células NK: Hamzaoui KH et al. (34) demuestran

igualmente disminucién de células NK durante las fases
de actividad con posterior aumento en la convalecencia.
También durante la fase de actividad, contribuyendo a la
citada disminucién del cociente CD4/CD8, hay un in-
cremento de la fraccidén Leu7-OKT8 que se supone corres-
ponde a células NK inmaduras. En dicho trabajo (34) se

menciona la disminucién de la actividad de las células
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NK en pacientes con enfermedades agudas por herpesvirus
(concretamente para VEB), variaciones observadas también
paralelamente en la EB lo que, en cierto modo, habla a

favor de una etiologia viral en este proceso.

b) Inmunidad humoral

1. ILinfocitos B: En la EB hay una activacién poli-
clonal de los linfocitos B con incremento de la produc-
cién de inmunoglobulinas (35) y de crioglobulinas:
Lehner comprueba esto Gltimo en el 64% de 60 pacientes
(36). En cuanto a los niveles de inmunocomplejos
circulante los resultados contradictorios. En nuestra
serie comprobamos hipergammaglobulinemia solo en el 8 %
e incremento en los niveles de crioglobulinas en el

16,32 % de los pacientes.

2.- Produccidédn de anticuerpos: Se ha descrito, de

forma inconstante, incremento de anticuerpos antirretina
pero se piensa que puede tratarse simplemente de un mar-
cador de la enfermedad (37). Durante las fases agudas se
detectan anticuerpos antimucosa oral pero son inespe-
cificos y aparecen en cualquier tipo de aftosis (38). Se
han encontrado ANA a titulos bajos en 6 % de los pacien-
tes (39); en nuestra serie son positivos en el 40 % (20
% si se considera el limite inferior en 1/40). Se han

estudiado también los titulos de anticuerpos contra di-
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versos glicolipidos pero los resultados son contradic-
torios. Los que van dirigidos contra los ganglidsidos
que contienen &cido sidlico (presentes en las membranas
de las neuronas) estan elevados en los pacientes con
neuro-Behget cuando se comparan con los niveles que se
encuentran en otros procesos autoinmunes que afectan al
sistema nervioso central (lupus eritematoso y esclerosis
mGltiple) (40). En algunas series se ha encontrado
algunos pacientes con un titulo elevado de anticuerpos
anti-citoplasma de neutréfilos con técnica de inmuno-
fluorescencia indirecta (41) pero la frecuencia suele
ser baja; rara vez se obtiene significacién estadistica.
También se han encontrado anticuerpos anticardiolipina
elevados en algunas series (42,43) en distinta pro-
porcidén pero con frecuencias bajas, y solo en algunos de
ellos con cierta significacién estadistica. Algunos
autores no encuentran relacidn con patologia venosa pero

si con la vasculitis retininiana (43).

c) Polimorfonucleares

Muestran incremento de la capacidad de migracién, indice
de fagocitosis y produccién de superdxido (44). Se cree que
todo ello depende de un factor sérico que es inhibido por la
colchicina (45). Efthimiou (46) encuentra un aumento de la

migracidén leucocitaria, mediante estudio de ventana cuténea,

en pacientes con EB activa y Aoki (47) comprueba elevacién de
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medulasina (serin proteasa de los granulocitos), en los casos
de EB en actividad, que se normaliza en fases de remisién.
Muniain (48) demuestra un incremento en la actividad de los
polimorfonucleares que es paralela a la presencia de reaccidn

patérgica.

d) Estudios de linfoquinas

Los resultados son contradictorios. Hemos comentado que
el IFN esta normal, aumentado o disminuido en distintos segin
el momento evolutivo de la enfermedad (IFN) (32). La produc-
cién de IL-2 por los linfocitos de los pacientes con EB es
normal. Parece existir una disminucidén de los receptores de
IL-2, tanto por disminucién de linfocitos que los exhiben
como por la disminucién de  densidad de los mismos en su
superficie (49). La IL-1 y la IL-2 aumentan en humor acuoso

Y en el vitreo en los pacientes con uveitis (50).

Aunque se supone que la base de la enfermedad es un
fallo en 1los mecanismos reguladores de 1la inflamacién,
resulta dificil integrar todos estos aspectos parciales,
aportados por la investigacién inmunoldégica, para intentar
esclarecer cual es su verdadera responsabilidad en el
desarrollo lesional del proceso. Lo mds probable es que la
aparente divergencia traduzca, en realidad, la existencia de
estadios evolutivos diferentes en relacidén con alteraciones

inmunitarias cambiantes. Por otra parte los distintos
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mecanismos no afectarian de forma homogénea a todos los
6érganos afectos. Asi, para Hamza (8), mientras el sustrato
inmunopatolégico en el eritema nodoso, la artritis, 1la
uveitis anterior y la afeccién del SNC parece ser la respues-
ta humoral mediada por los complejos inmunes (hipersensibili-
dad tipo III), en la aftosis, en las lesiones cutaneas
papulopustulosas y en el fenémeno patérgico estarian més bien
implicados la actividad citotdéxica directa y el aumento de
quimiotaxis de los granulocitos. Incluso en un terreno limi-
tado, como es el ojo, la agresidén que da lugar a la uveitis
posterior es distinta de la que se relaciona con uveitis
anterior. En la primera dominan los mecanismos de inmunidad
celular (infiltrado de linfocitos T) (50) mientras que en la
segunda, como vimos, lo hacen los de inmunidad humoral
(probablemente por fallo de las células helper de supresores)

(30) .

1.2.- EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD HUMANO

En los dltimos 30 afios se ha avanzado mucho en el
conocimiento del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) ;
tanto en lo que se refiere a su estructura como en 1lo
relativo a su importante funcidén en el control de la respues-
ta inmune (51-53). Desde la descripcién de 1la asociacién
entre la presencia de HLA-B27 y de espondiloartritis serone-

gativas (54), a principios de la decada de los 70, se ha
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profundizado especificamente acerca del papel que el CMH
puden tener en el desencadenamiento de distintas enfermeda-

des, especialmente en la esfera de la patologia sistémica.

A) ESTRUCTURA

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), que en
el hombre se denomina sistema HLA, estda constituido por
diversos genes, estrechamente unidos, localizados en el brazo
corto del cromosoma 6 (Figura 2) (55). Estos genes codifican
moléculas proteicas con funcidn clave en las respuesta inmune
y estan caracterizados por un marcado polimorfismo alotipico
(variabilidad entre individuos de la misma especie). Los
genes de A, B y C codifican las moléculas de clase I; 1los
genes DR, DQ y DP codifican las moléculas de clase II; y los
genes de los C2, BF, C4A, C4B, 21-OHA y 21-OHB codifican las
moléculas de clase III (66). Ademd&s, los genes que codifican
el factor de necrosis tumoral y la linfotoxina (TNFa y TNF8,
respectivamente) (70) y dos genes que codifican la proteina
de shock por calor (HSP) estan tambien localizados en esta

regién.

De cada gen existen varios alelos (formas alternativas
de un gen). Algunos epitopos (determinates antigénicos) son
compartidos por varias moléculas o antigenos (proteina codi-

ficada por el gen correspondiente) y se les denomina epitopos
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piblicos o supertipicos, pero cada molécula tiene sus

epitopos propios que las distinguen de las demas.

Los genes HLA estan estrechamente ligados en el cromoso-
ma y por lo general se heredan juntos como una unidad
(haplotipo). Determinados alelos de cada gen muestran una
clara tendencia para asociarse con determinados alelos de
otros genes, fenémeno que se conoce como desequilibrio de
asociacidén. Por tanto, determinados haplotipos se encuentran
con una frecuencia mayor de la esperada en la poblacidén y

muestran una clara variacién en las distintas etnias.

a) Estructura de las moléculas de clase I

En la figura 3 se representa esquemdticamente la estruc-
tura general de una molécula de clase I. Se encuentran en
todas las células nucleadas del organismo. Son moléculas
heterodiméricas formadas por una cadena pesada «, unida de
forma no covalente a una cadena ligera, la B2 microglobuli-
na. La cadena «, variable, estd codificada por el sistema HLA
pero la B2 microgobulina (que por el contrario, posee una
estructura constante) esta codificada por un gen ajeno al CMH
y localizado en el cromosoma 15 (56). La cadena a tiene tres
porciones, una intracelular, otra transmenbrana y otra extra-
celular (57). La estructura primaria de esta Gltima se divide
en tres dominios al, a2 y a3 (la a3 estd unida a la porcidn

transmenbrana). El1 dominio a3 es similar en su estructura
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Figura 3.- Esquema general de la estructura de la molécula

HLA-A2 (Bjorkman et al., 1987 (137).
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terciaria a la 82 microglobulina y entre las dos se establece
una interaccién no covalente. Los dominios ol y a2 contienen
2 residuos de cisteina involucrados en la formacién de un
puente disulfuro intracatenario; en esta localizacidén es
donde radica la mayoria de las diferencias entre las distin-
tas moléculas y donde se establece la la interaccidn con los
antigenos extrafios (58). En funcidén de esta organizacién en
dominios se consideran a las moléculas de clase I miembros de
la familia de las inmunoglobulinas (Igs), que comprende un
conjunto de proteinas que comparten una estructura comin,
cuya unidad basica es un dominio globular con las caracteris-

ticas de los dominios de las Igs (59).

b) Organizacién gendmica de la regién HLA de clase I

En la figura 4 estad representada la disposicidén de los
genes que codifican las moléculas HLA de clase I (60). Los
genes HLA~A, B y C codifican para proteinas asociadas a la B2
microglobulina que son los productos definidos serolégi-
camente como moléculas HLA-A, B y C. Los genes HLA-E, F, Yy G
codifican proteinas que se asocian tambien a la B2 micro-
globulina pero con patrones de expresién diferentes de los de
las moléculas HLA de clase I cléasicas (61, 62). Asi mismo
existe un nimero indeterminado de pseudogenes de clase I que
no originan ningan producto asociado a la 82 microglobulina

(63-65) .
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Figura 4 .- Estructura exén-intrén de los genes que codifican

las moléculas HLA de clase I, los transcritos de ARNm, Yy la
proteina. La gradacién en kilobases (kb), representada en la
parte inferior de la figura, sélo se refiere a la secuencia
gendmica; el ARNm no estéd dibujado a escala Ex representa los
exones, mientras que 5'UT y 3'UT representan las regiones no

traducidas (Robinson y Kindt, 1989 (60)).
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Actualmente se conoce la secuencia de algunos genes que
codifican para moléculas de clase I (66-71). Hay 8 exones
separados por 7 intrones (figura 4). El primer exén codifica
para 21-24 aminodcidos que no estan en la proteina expresada
en la membrana, los exones 2, 3 y 4 codifican, respectivamen-
te, los dominios al, a2 y a3. El1 exén 5 codifica el péptido
que conecta la regidén extracelular con la parte que atraviesa
la membrana y el propio péptido transmembrana y los exones
7, 8 Yy 9 codifican la regidén intracitoplasmica; el dltimo

ex6n contiene el segmento 3' del gen que no se traduce (61).

Una de las caracteristicas mds sobresalientes del MHC,
como ya hemos mencionado, es su exteremado polimorfismo (72).
La mayoria de las diferencias conocidas entre las secuencias
de aminodcidos se hallan localizadas en 6 segmentos: 3 en el
dominio al, otras dos en el dominio @2 y una en la zona que
separa a2 de a3. Por el contrario la estructura del dominio

a3 tiende a permanecer constante.

c) Estructura de las moléculas de clase II

Son glicoproteinas heterodiméricas constituidas por una
subunidad a y otra B, unidas de forma no covalente (figura
5). Ambas tienen tres porciones, una intracelular, otra
transmembrana y otra extracelular, y estan codificadas por
genes de la regidén HLA. La porcién extracelular se divide en

dos dominios, al y @2, y Bl y B2 respectivamente.
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Figura 5 .- Esquema general de la estructura de la molécula

HLA de clase II. S-S representa un puente disulfuro.
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Los dominios @2 y B2, proximales a la membrana, tienen una
estructura semejante a la porcidén constante de la superfa-
milias de las inmunoglobulinas por lo que se las considera
miembros de esta superfamilia (73). Se expresan solo en las
células procesadoras de antigenos (monocitos-macréfagos
fundamentalmente), linfocitos B y linfocitos T estimulados.
La expresidn de los productos del MHC en la membrana celular
se potencia por la accién de las moléculas de interferén
(IFN) (el IFN-y induce, fundamentalmente 1la expresidén de
moléculas de clase II mientras que el IFN a/f induce de forma
preferente las de clase I). En determinadas circunstancias,
el IFN-y tiene la cpacidad de inducir la expresidén de estas
moléculas en algunos tejidos donde habitualmente no se expre-
san (células epidérmicas, endoteliales, tiroideas, musculares
o renales) circunstancia que parece tener mucha importancia

en el desarrollo de respuestas autoinmunes.

La mayor parte de las diferencias en las secuencias de
aminodcidos entre las moléculas de clase II se concentra en

los dominios al y B1.

d) Organizacién gendmica de la regién HLA de clase II

La regidn del sistema HLA que codifica las moléculas de
clase II se llama HLA-D (figura 6) (60). Estos genes codifi-
can cadenas a y B y estan agrupados en subregiones gque se

disponen a distancia creciente del centrémero en el siguiente
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Figura 6 .- Representacién de los genes que codifican las
cadenas a y B de las moléculas HLA de clase II, los transcri-
tos de ARNm y las proteinas. Se representa el péptido sefal,
EX los exones, 5'UT 3'UT las regiones no traducidas, CP el
pépi;ido de conexién, TM la regién transmembrana Yy CY 1la

porcién intracitoplasmica (Robinson y Kindt, 1989 (60)).
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orden: DP, DN, DO, DQ y DR. Codifican las moléculas de clase
II DP, DQ y DR respectivamente. DN (contiene un gen solo para
cadena a) y DO (contiene solo un gen para cadena B) no
codifican ninglin producto proteico y se comportan como

seudogenes (74-78).

Los genes que codifican la cadena B estan repartidos en
6 exones y los de la cadena a en 5. Los dominios extracelula-
res de ambas cadenas son codificados por el segundo y tercer

exén (60).

B) POLIMORFISMO DE LOS PRODUCTOS DEL CMH

a) Moléculas de clase I

En el caso de las moléculas de clase I, el estudio de
las secuencias de aminodcidos que se conocen hasta ahora, ha
permitido establecer que esta variabilidad estad limitada a
los dominios al y @2 y distribuida segin 6 regiones hiperva-
riables. Es suficiente 1la sustitucién, en ellas, de un
aminodcido, para determinar diferencias radicales en 1la

significacién de estas moléculas (72).

Para el locus de las moléculas de clase I el mayor poli-
morfismo reside reside en HLA-B, seguido de HLA-A. Las
moléculas HLA-C tienen menos alelos y difieren en un namero
menor de aminodcidos. El1 dominio al de estos Gltimos an-

tigenos estd muy conservado, lo que contrasta con la gran di-
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versidad de esta regién en las moléculas de clase I A y B.
Este fendmeno, junto con el bajo nivel de expresién de HLA-C,

disminuye el papel funcional de estas moléculas.

Otra caracteristica de las moléculas de clase I es el
alto grado de reactividad cruzada (79), que viene determinada
por el hecho de que distintas moléculas pueden compartir
epitopos idénticos o muy similares. Los existencia de
epitopos compartidos (epitopos piblicos) permite asociar a
los distintos antigenos que los comparten en grupos especia-
les. Se han definidos 7 grupos: tres para moléculas HLA-A y
cuatro para HLA-B. En algunos casos, se ha podido establecer
la topografia de algunos de estos epitopos dentro de 1la
molécula. Se ha descrito un sistema dialélico Bw4/Bw6 que
divide a los antigenos HLA-B en dos grupos segin contenga uno

u otro epitopo.

b) Moléculas de clase II

El polimorfismo de las moléculas de clase II es aln
mayor y es una de las caracteristicas intrinsecas de estas
moleculas. Es expresién de la peculiar organizcidén gendmica

de la regidén HLA-D.

l1.- Polimorfismo DR: Los productos de de la subregidén DR

son muy polimérficos y este polimorfismo se expresa

exclusivamenteen las cadenas B. Existe un solo gen que
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codifica para la cadena a (DRA) que es constante (al
menos desde el punto de vista funcional) (78), y un
nimero variable de genes para la cadena B (DRB). Los
genes DRB son altamente polimérficos en secuencias (72),
asi como en el nimero y formas alélicas presentes en
diferentes haplotipos (figura 7). Existen 5 genes que
codifican la subunidad B8 y en cada uno de ellos hay des-
critos varios allelos. Del gen Bl se conocen 18 especi-
ficidades serologicas definidas por la cadena B1 y se
expresa siempre. Las diferencias en las secuencias de
las diferentes cadenas B se concentran en el dominio B1
distribuidas en tres regiones distintas situadas entre

los amino&cidos 9-13, 25-28, y 67-74 (80).

2.- Polimorfismo DQ: las especificidades serolégicas DQ

se hallan en desequilibrio de asociacién con los
diferentes tipos de antigeno DR. Existen dos genes para
codificar cadenas a y otros dos para cadenas B8: Al, A2,
Bl y B2 (A2 y B2 se comportan como pseudogenes) (81).
Las especificidades serolégicas de DQ estan relacionadas
con el polimorfismo de la cadena DQBR salvo DQl que
tambien estad relacionada con la cadena DQa. Existe un
fuerte desequilibrio de asociacibén entre los alelos de

DQ y DR.
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pReg § DRA
Grupo DR1 . —ETR]} { }
Haplotipo :
DR1. DR10, DR103, (DR1S?)
DRB1 DRB6 DRBS DRBS DRA
Grupo DR51
Haplotipo

DR15, DR16, (DR1")

DRB1 DRB2 DRB3

Grupo DR52 _—E=—{__ F
Haplotipo

DR3. DAR11, DR12, DR13, © DRS2
DR14. DR1403, DR1404
§

DRB1 DRBY DRA
Grupo DR8 g
Haplotipo

DRs8

DRB1 ORB? DRBS DRB4 DRBY DRA
Grupo DR53
Haplotipo

DR4, DR7, DR9 DRS3

Figura 7.- Organizacién gendémica de la subregién HLA-DR y los
productos que codifica. Los pseudogenes estan representados
por zonas rayadas y los genes expresados por zonas blancas.
La especificidad seroldgica codificada por un gen se muestra
debajo de cada uno de ellos. ‘Haplotipos observados raramen-
te. #DR51 y DR53 pueden no ser expresados en ciertos haploti-
pos. $La presencia de DRB9 en estos haplotipos necesita ser

confirmada (Bodmer et al., 1992 (72)).
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Ademéds del polimorfismo individual de las cadenas
DQa y DQB existe una diversidad adicional fruto de la
asociacién de las cadenas a y B pertenecientes a
diferentes haplotipos (82). De esta forma, en un
individuo heterozigoto pueden expresarse 4 productos DQ
distintos: los formados por cadenas a y B del mismo
haplotipo (asociacién "cis" y las formadas por cadenas
a y B de distinto haplotipo (asociacién "trans") (figura

8).

3.- Polimorfismo DP: En la subregién DP tambien hay dos

genes DPA y dos DPB auque solo se expresan los productos
de los genes DPAl y DPB1 (83). Hasta ahora no se han
podido definir serolégicamente las especificidades DP y
se han definido mediante reacciones de linfocitos sensi-
bilizados. Las nuevas técnicas de biologia molecular han
puesto de manifiesto el alto grado de polimorfismo de

los genes DPAl y DPB1.

El mecanismo de generacidén del polimorfismo de los
antigenos HLA se desconoce pero existen en este sistema
condiciones especificas favorecedoras del miso: existen-
cia de miltiples "loci" muy relacionados y gran nGmero
de alelos para cada "locus". Caracteristicamente las
diferencias estructurales suelen ser miltiples, aunque

agrupadas en zonas variables, y por lo general, la va-
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ﬁf Haplotipo paterno
h 4 Haplotipo materno

Molecula hibrida HLA-DQ

Figura 8 .- Complementacidén en trans, conduciendo a la forma-

cién de moléculas hibridas HLA-DQ (Charron, 1990 (139)).
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riabilidad de cada posicidn estad restringida a escasos

aminodcidos diferentes.

c) Métodos utilizados para el estudio del polimorfismo
1.- Técnicas serolégicas: El polimorfismo de los produc-
tos génicos HLA fué estudiado inicialmente por métodos
seroldégicos (leucoaglutinacién (84) y actualmente por
linfotoxicidad dependiente de anticuerpo (85)). Estos
métodos consisten en el reconocimiento de epitopos pre-
sentes en las moléculas HLA por anticuerpo aloespecifi-
cos (monoclonales o pliclonales). Por lo general se usan
aloantisueros obtenidos de mujeres multiparas que han
desarrollado anticuerpos frente a los antigenos HLA
codificados por el haplotipo paterno de sus hijos. Los
métodos seroldédgicos presentan limitaciones importantes
que afectan fundamentalmente a la definicidén de algunos
subtipos de DQ, algunos subtipos de DRB1 (especialmente
DR4 y DR6) y algunos alelos de DP. Estas limitaciones
son consecuencia de los fenémenos de reactividad cruzada

y del desequilibrio de asociacién.

2.- Técnicas de tipificacidén celular: El segundo paso

fuéron los métodos basdos en la tipificacidédn celular.
Consisten en pruebas "in vitro" basadas en el cultivo
mixto de linfocitos (MLC) en las cuales los linfocitos

de una persona (respondedor) son cultivados con leucoci-
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tos (irradiados o tratados con mitomicina C para evitar
su proliferacidén) de otra persona (estimulador). Los
linfocitos T del respondedor proliferaran si las células
estimuladoras presentan antigenos HLA incompatibles,
especialmente antigenos de clase II controlados por la
regién HLA-D. De esta forma se establecieron 1las
diferentes especificidades HLA-Dw (86). Existen técnicas
mas depuradas en esta misma linea (cultivo con linfoci-
tos sensibilizados (TLS) que han permitido definir
determinates celulares asociados a HLA-DR y la identi-

ficacién del sistema HLA-DP (87).

3.- técnicas de tipificacidn bioguimica: Existen

diversas técnicas de tipificacién bioquimica gque por lo
general requieren marcaje radioactivo de las proteinas
celulares y posterior inmunoprecipitacién con un
anticuerpo monoclonal especifico (88). Son especialmente
Gtiles para detectar variantes biogquimicas que se han

definido serolbégicamente.

4., Técnicas de tipificacidén de HLA a nivel molecular:

Finalmente, 1la aplicacién de 1la metodologia de 1la
genética molecular al estudio del polimorfismo HLA ha
conducido a la aparicién, en los Gitimos afios, de varias
técnicas para la tipificaciédn HLA a nivel molecular. La

técnica inical de tipificacién HLA~ADN fué la determina-
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cién de la variacidén en la longitud de los fragmentos de
restriccién (RFLP) (89) pero posteriormente se han
desarrollado nuevos métodos de tipificacién HLA-ADN,
todos ellos basados en la amplificacién, mediante 1la
reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), de segmentos
de ADN que codifican las porciones mds polimdérficas de
las moléculas HLA. Hasta ahora se han descrito las
siguientes técnicas: tipicacién con oligonucledtidos es-
pecificos se secuencia (PCR-SS0O) (90), PCR-RFLP (91),
amplificacién con cebadores especifcos de secuencia

(PCR-SSP) (92)

C) FUNCION DEL CMH

El CMH juega un papel clave en la presentacién y recono-
cimiento de antigenos por parte de linfocitos T. Estos solo
reconocen epitopos antigénicos en forma de péptidos unidos a
moléculas HLA presentes en las membranas de las células pre-
sentadoras de antigenos (figura 9) (93). Estas células
presentadoras de antigeno procesan la molécula antigénica
hasta obtener fragmentos peptidicos que son "presentados" por
moléculas de clase I y II (94). A raiz de la resolucidn de la
estructura cristalina de una molécula de clase I (HLA-A2)
(58) se ha podido conocer mejor la forma en que se presentan
los aloantigenos. En los dominios al y a2 los aminodcidos se

disponen con una configuracién a helicodal que sirve de pared
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T Cell
"~ Receptor

FE_.

ClassII MHC
~ Molecule

Antigen Presenting Cell

Figura 9 .- Representacién esquematica de la interaccidn
trimolecular entre una molécula HLA presente en la superficie
de una célula presentadora de antigeno, el fragmento peptidi-
co procedente del procesamiento del antigeno, y el receptor

de una célula T (Sinha et al., 1990 (93)).
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a la "hendidurda" o "pliegue", zona donde se realiza la unién
con el antigeno. La mayoria de las regiones hipervariables
estadn en la "hendidura". La localizacidén de las zonas hiper-
variables estd relacidén tanto con el reconocimiento del anti-
geno como con la interaccidén con los receptores de los linfo-

citos T citotédéxicos.

No se conoce la estructura tridimensional de las molé-
culas HLA de clase II pero se ha sugerido un modelo hipoté-
tico por homologia con las moléculas de clase I (95). Se
supone que hay dos ahélices paralelas, una perteneciente a la
cadena a y otra a la B, con puentes entre ellas, con disposi-
cién beta-plegada, para formar la "hendidura" en donde se
estableceria la union con el antigeno. Existen tres 2zonas
hipevariables en el dominio de la cadena 8, uno en la "pared"

y dos en la "hendidura".

Esta presentacidén es distinta para antigenos intracelu-
lares y para los antigenos solubles. En el caso de 1los
antigenos intracelulares se requiere que el antigeno, una vez
procesado por la célula hasta obtener la porcidén antigénica
del mismo, sea expuesto en su superficie unido a las molécu-
las de clase I CMH. Los linfocitos T citotdéxicos (CD8) solo
reconoceran al antigeno si son presentados en unién con

antigeno de histocompatibilidad de clase I (94).
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Los antigenos solubles son procesados por la célula pre-
sentadora de antigeno y exhibidos en unién con las moléculas
de clase II de su superficie. Los linfocitos T cooperadores
(CD4) solo reconoceran agquellos antigenos presentados por
moléculas de clase II (95). La reaccidén inmune es, entonces,

menos directa que en el caso anterior.

Las moléculas de clase I y II establecen una restriccién
en la capacidad de respuesta de los linfocitos limitando esta
a los antigenos que van presentados junto con moléculas que
previamente se han reconocido como propias. El1 antigeno
procesado presenta una afinidad determinada por las estructu-
ras expuestas en la "hendidura" de las moléculas tanto de

clase I como II previamente descritas.

Cambios cualitativos o cuantitativos en la expresidén de
estos antigenos del CMH pueden influir en la presentacién del
antigeno y por tanto regular la cantidad o cualidad de 1la
respuesta inmune. La capacidad de los antigenos HLA para
exponer de distinta forma sustancias extrafias determina la
capacidad y la forma de responder frente a las mismas. Este
fenémeno, que depende del fenotipo HLA, es el responsable de
la diversidad de respuesta inmune entre los individuos y
condiciona, al menos en parte, su susceptibilidad y predis-

posicidén frente a determinadas enfermedades (54).
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D) CMH Y PREDISPOSICION A ENFERMEDAD

Se supone que, en la mayoria de las enfermedades sisté-
micas, existen factores ambientales y genéticos que cooperan
para inducir y perpetuar una respuesta inflamatoria inadecua-
da. Por otro lado, en la mayoria de ellas, se describe agre-
gacién familiar y concordancia (aunque no absoluta) en geme-
los. En los Ultimos afios se han relacionado algunas de las
moléculas del CMH con mas de 100 enfermedades. La mayor
frecuencia de determinado antigeno, aislado o en asociacién,
en grupos de personas afectas de determinada enfermedad con
respecto a la poblacidén normal hizo surgir el concepto de
riesgo relativo (RR), expresado por la férmula de Woolf (96).
Un RR mayor de 2 confiere una mayor probabilidad de padecer
la enfermedad, y un RR menor de 1 confiere una asociacién

negativa con respecto a la misma.

Cualquier hipbétesis para explicar esta asociacién
tendria que explicar tambien el hecho de que la gran mayoria
de las personas que, siendo portadoras del mismo antigeno, no
padecen la enfermedad (no existe hasta ahora ninguna asocia-
cién absoluta entre antigeno de histocopatibilidad y enferme-
dad). Dado que se trata de un sistema caracterizado por el
polimorfismo y, sobre todo para las moléculas de clase I, por
las reacciones cruzadas, hay muchas razones tedricas para que

esta relacidn no sea absoluta:
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- Varios antigenos, cldsicamente implicados con el desa-
rrollo de determinadas enfermedades, tienen varios
subtipos conocidos (siete para B27, y cinco para DR4) y
puede que la asociacidédn se estableza solo con un de-

terminado subtipo.

- Las enfermedades suelen ser heterogenas en cuanto a
intensidad y tipo de sintomatologia. Es posible que solo
determinadas variedades de una enfermedad se asocien a
un antigeno concreto (por ejemplo, formas con sacroilei-

tis de la artritis psoriasica y B27).

- Si un determinado epitopo, compartido por mas de una
molécula, fuera el verdadero determinante de la enferme-
dad no existiriia una relacidén absoluta con ninguno de

los antigenos que lo compartieran.

- Puede que se requiera la asociacién de dos antigenos,
mas especificamente, de una determinada asociacién de
subtipos concretos de dos antigenos determinados (espe-

cialmente moléculas DR & DQ).

- La existencia de desequilibrio de desenlace entre los
distintos elementos del haplotipo plantea la posibilidad
de que el antigeno implicado no sea el relacionado con

la enfermedad sino un gen préximo a él en ese haplotipo.
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- También se ha planteado que la asociacién estuviese
condiconada por variaciones en los receptores de
linfocitos T. Dada la restricicién impuesta por 1las

moléculas del CMH, estas serian marcadores indirectos.

- Los antigenos de clase I se comportan como presentado-
res de antigenos de factores ambientales (virus, bacte-
rias): durante este proceso, los antigenos pueden sufrir
cambios, o presentar similitudes estructurales con los
antigenos propios, de tal manera que, que o bien no sean
reconocido como extrafios o, por el contrario, puedan
inducir fenémenos de autoinmunidad que desencadenen el

proceso patolégico.
1.3.~- ASOCIACION ENTRE HLA Y ENFERMEDAD DE BEHGCET

Ohno en 1972 (18) fué el primero en detectar una
estrecha asociacién entre HLA-B5 y enfermedad de Behget, y
posteriormente con su subtipo B51 (19). Esta asociacidén se
confirma en la mayoria de paises donde se estudia (Turgquia
(97), Italia (98), Grecia (99) Francia (100), Japén (101),
Taiwan (102) y Méjico (103)) pero no en el Norte de Inglate-
rra (104), Estados Unidos (105) ni Alemania (106). Por 1lo
general la asociacién es mas estrecha en los paises donde B51
es més frecuente en la poblacién general y donde la inciden-

cia de la enfermedad es mi&s alta (Tabla 1).
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TABLA 1
PREVALENCIA DE EB Y FRECUENCIA DE B51 EN PACIENTES

Y CONTROLES EN DIVERSOS PAISES

Pais (referencia) PRV B51-CS B51-EB

Hokkaido District, Japén 10,00 30,50 75,00
(18,20)

Turquia (97, 107) 80,00 42,30 86,40

Olmmsted County, Minnesota, 4,00 10,00 12,00

U.S.A. (105)

Yorkshire, U K (97) 0,64 21,00 12,00
Galicia (108) 5,60 20,40 53,30
Islas Canarias (109) 2,00 12,00 43,70
Autores 9,00 16,00 34,30

PRV= Prevalencia por 100.000 habitantes. EB-CS= Frecuencia
de B51 en controles sanos. B51-EB= Frecuencia de B51 en

pacientes con enfermedad de Behget.
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Diversos autores ponen de manifiesto que la asocicién
con B51 es mas estrecha en los pacientes con afeccién
ocular (110, 111). Lehner (110) establecid correlacién
entre las distintas moléculas HLA de clase I y el tipo de
manifestaciones relacionando a B51 con manifestaciones
oculares, B12 con las mucocutaneas y B27 con las articula-
res. Estos dos Qltimos datos no han sido confirmados por
otros autores. Actualmente estd bien establecido que no hay

ninguna relacién entre B27 y E. de Behget (8).

De nuevo Ohno en 1978 detecta que la aosiciacién se
establece con B51, que es un subtipo de B5 (112). A pesar
de que el otro subtipo de B5, B52, solo se diferencia de
B51 en 2 aminodcidos situados en la posicién 63 y 67 (113),
su asociacién carece de significacién en pacientes con en-
fermedad de Behget. Por otra parte, los aminodcidos especi-
ficos, en esas dos posiciones de B51, de antigenos (B8,
B14, B18, B35, B39, B65) sin que ninguno de ellos sea
significativamente mas frecuente en los pacientes con

enfermedad de Behget.

Mediante el estudio de moléculas de clase II no se ha
encontrado ninguna tan claramente vinculada con la enfer-
medad como B51. Con respecto a moléculas DR los resultados
son muy dispares (102,114, 115), y con respecto a DQ,

diversos autores detectan una mayor frecuencia de DQ3 (116)
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(y alguno de sus alelos especialmente relacionada a la
patologia ocular de peor evolucidn (115)) y una menor
frecuencia de DQ1 (101,116). Tambien se han estudiado
moléculas de clase III (101, 116), y, finalmente, se estéa
investigando el la posible relacién de la EB con los genes
que codifican el TNFB (101) y, de nuevo, aunque se encun-
tran diferencias entre pacientes y controles, ninguna

alcanza una diferencia tan significativa como BS51.

Ohno interpreta que la peculiar distribucidén de la EB
a lo largo de la Ruta de la Seda se debe a un origen étnico
comGn (117). Seglin este autor debid existir un haplotipo
ancestral que fué distribuido por esta zona por la pobla-
cidén némada que la recorrid durante siglos, y que el elmen-
to patogénico debe estar localizado en el gen que codifica
B51 o en una zona muy préxima a &l en el haplotipo. De esta
forma, las diferencias encontradas con moléculas de clase
II1, III y de TNFB se explicarian por el diferente desequi-

librio de asociacién de cada una de ellas con B51.

Sin embargo B51 no se correlaciona con E. de Behget en
paises donde la incidencia de la enfermedad es baja como
EEUU (105), e Inglaterra (97,104). En este Gltimo pais no
existe correlacidén con el total de pacientes, pero si la

hay con el grupo de pacientes con uveitis (110). Por otro

lado los japoneses que emigran a EEUU no sufren la enferme-
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dad (21). En el Norte de Japdédn la frecuencia de la enfer-
meadad es mads alta que en el Sur (20). Todos estos datos
apuntan a que B51 no es elemento desencadenante por si
mismo y que requiere la cooperacién de elementos ambienta-
les, que parecen estar condicionados por factores geogafi-

cos, para gue se dencadene la enfermedad.

Hay otro elemento que dificulta el andlisis de la
relacién de B51 con EB y es la diversidad de criterios
diagnésticos utilizados en las distintas series. En la
mayoria de publicaciones japonesas solo se habla de formas
completas si existe patologia ocular y no se consideran
elementos diagnésticos la sintomatologia que acompafia a los
sintomas cardinales (aftas orales, aftas genitales, afec-
cién ocular y artritis). Por el contrario en paises anglo-
sajones no se considera obligatoria la presencia de patolo-
gia ocular para establecer el diagnéstico y se da el mismo
valor a las manifestaciones menos frecuentes de la enferme-
dad (patologia neuroldégica o cutanea) que a los sintomas
cardinales. El elemento que se considera imprescindible en
todos los sistemas de criterios es la aftosis. De esta
manera, no sabemos si la distinta frecuencia de B51 en los
pacientes con EB es solo fruto de factores ambientales y
genéticos o si, por el contrario estda sesgada, al menos en
parte, por la forma de establecer el diagnéstico. También

se puede interpretar que la enfermedad tenga un espectro
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distinto de manifestaciones, influido por factores ambien-
tales y genéticos, y que la asociacién con B51 esté solo en

funcién de la afeccidn ocular.
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2.- OBJETIVOS

La enfermedad de Behget es una enfermedad de etiologia
desconocida en la que los estudios epidemioldgicos hacen
sospechar que existen factores geogrdficos, ambientales y
genéticos que la condicionan. Por otro lado, el diagnéstico
se apoya exclusivamente en datos clinicos ya que no existe
ningin marcador clinico bioldgico ni histolégico de la enfer-
medad y, hasta ahora, no hay unidad de criterios diagnésticos
ya que la eficacia de los distintos sitemas varia de un pais

a otro.

Desde que se conoce la relacién de la EB con B51 se estéa
investigando su papel como marcador de la enfemedad y como
elemento diagnéstico y prondstico en estos pacientes. Por
otro lado existen claras diferencias en la distribucidén geo-
grafica de esta asociacién. Asi mismo se estan estudiando
otras moléculas del sistema HLA en la EB para intentar
profundizar en la relacién genético clinica de esta asocia-

cién.

Los objetivos de este trabajo son:

1.- Analizar la asociacidén de las moléculas HLA de clase
I y IT con la EB en nuestro entorno.

2.- Estudiar las posibles correlaciones entre las

distintas moléculas HLA y la sintomatologia clinica.
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3.- Valorar el papel de las moléculas HLA como elementos

diagnésticos y/o pronésticos en la EB.
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3.~ MATERIAL Y METODO

3.1.- PACIENTES

La muestra objeto de este estudio consta de 71 pacientes
con EB. Para incluirlos en el estudio debian de cumplir sufi-
cientes criterios por cualquiera de los sistemas previamente
descritos y que cuentan con reconocimiento internacional
(O'Duffy (11), Mason & Barnes (10), "Behget's Disease
Research Committee of Japan"(12), o "International Study
Group for Behget's Disease en 1990 (9). Todos ellos fueron

sometidos al mismo protocolo de estudio:

A) Historia clinica con especial atencidén a las manifes-

taciones sistémicas de la EB.

B) Estudio oftalmolégico convencional o mediante angio-

grafia fluoresceinica si procedia.

C) Analitica convencional.

D) Estudio inmunolégico:

a) autoanticuerpos, factor reumatoide, comple-

mento, test de tuberculina.

b) tipaje HLA para moléculas de clase I y II.
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c) serologia frente a virus herpes, citomegalo-

virus y virus B de la hepatitis.

En pequefios subgrupos se realizaron investigaciones
parciales, paralelas a esta tesis y algunas publicadas de
forma independiente, pero que comentaremos por su interés:
estudio de inhibidores circulantes de coagulacidén/anticuerpos
anticardiolipina en 21; prevalencia de serologia positiva
frente a herpes-virus (26); investigacién de la validez del

fenémeno patérgico, macro/microscépicamente en 27 (7).

3.2.- TECNICAS DE LABORATORIO

En todos los paciente se investigaron las moléculas de
Clase I y II del CMH segin las técnicas utilizadas en el

Servicio de Inmunologia de Nuestro Hospital:

A) TECNICA DE MICROLINFOTOXICIDAD

Los Ag HLA de clase I y II se determinaron serolégi~
camente por la técnica de microlinfotoxicidad, aceptada por
el NIH, introducida por Terasaki y McCelland en 1964 (85). La
técnica consiste basicamente en enfrentar linfocitos, una vez
que se han aislado de sangre periférica, a un panel de
aloantisueros, cuyas especifidades se conocen, Yy complemento.
El reconocimiento del antigeno de la superficie celular por

los anticuerpos del suero da lugar a la formacién de un
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complejo antigeno-anticuerpo que, en presencia de complemen-
to, conduce a la muerte celular. Las células muertas se dis-
tinguen mediante la utilizacidén de colorante vital (eosina)
que penetra en ellas y las tifie de color rojo, mientras que
las células vivas aparecen mas pequefias, brillantes y refrin-

gentes.

Inicialmente, se aislan los linfocitos de sangre perifé-
rica de una muestra de sangre extraida por venipuntura (nor-
malmente se extraen de 10 a 20 ml de sangre) y se recoge en
un matraz erlenmeyer que contenga bolitas para desfibrinar y
asi reducir al maximo la contaminacién de plaqueta (el
proceso de desfibrinar consiste en agitar enérgicamente el
erlenmeyer durante aproximadamente 10 minutos a temperatura
ambiente). La sangre, una vez desfibrinada, se mezcla con
tampén fosfato salino (PBS) (BioMérieux) en proporcién 1:1.
La mezcla se deposita cuidadosamente sobre ficoll-plenigraf

(Pharmacia, Juste) (d

1.077) y se centrifuga durante 20
minutos a 800 g y a 182. Después de la centrifugacién, se
extrae la fase de células mononucleares (PBMC) y se lava tres
veces mediante centrifugacién durante 10 minutos a 700 g y
resuspensiones sucesivas del botdén celular en PBS. Las
células, una vez lavadas, se cuentan en una camara de
Neubauer y se resuspenden a una concentracién de 5x10°% célu-
las/ml. Posteriormente se dispensa 1 pl de esta suspensidén en

cada uno de los pocillos de la placa de Terasaki, que
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contienen aloalticuerpos para moléculas HLA conocidas, y se
incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente afiadiendo,
a continuacién, 6 pul por pocillo de complemento no citotéxico
de conejo (Behring). Al cabo de 1 hora adicional de incuba-
cidén a temperatura ambiente, se procede a la tincidén de las
células afiadiendo 3 ul por pocillo de una solucidédn de eosina
al 5% (Merck) pH 7.2 y, después de 3 minutos, se fija con

formol (Quimidn pH 7.2).

El estudio seroldégico de las especificidades HLA de
clase II se efectud sobre suspensiones celulares enriquecidas
en linfocitos B. Para ello, los linfocitos obtenidos de 20 ml
de sangre desfibrinada se resuspendieron en 0,8 ml de medio
de cultivo RPMI 1640 enriquecido con 10% de suero fetal
bovino. La suspensién se depositd en una columna que contenia
100 mg de fibra de nylon (Leukopak, Fenwall), con un orificio
de 2 mm. y que habia sido previamente saturada del mismo

medio de cultivo e incubada durante 30 minutos a 372 C.

Una vez afiadida la suspensién celular, la columna se
incuba a 372 durante 45 minutos, al término de los cuales se
dejan caer, gota a gota, 10 ml de medio de cultivo a través
de ella, de manera que las células no adherentes (linfocitos
T) sean eluidas a un tubo de centrifuga. La columna se lava
con 20 ml de medio de cultivo y, a continuacidn, se afhaden

otros 10 ml de medio, arrastrandose las células adherentes
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(linfocitos B) por escurridos enérgicos de la columna. El1 mé-

todo proporciona una pureza de linfocitos B del 90 al 95%.

Las células B son enfrentadas, por medio de la técnica
clasica de microlinfotoxicidad del NIH, a un panel de
aloantisueros que reconocen antigenos HLA-DR y DQ cuyas
especificidades se han determinado previamente y en las que
se ha eliminado la posible actividad anti clase I por
incubacidén a diversas temperaturas con un concentrado de
plaquetas procedente de 100-200 donantes distintos. Se
procede de idéntico modo al descrito en el caso de especifi-
cidades de clase I, salvo que la incubacién de las células
con el anticuerpo se prolonga hasta 45 minutos y el tiempo de

incubacién con el complemento es de 90 minutos.

La evaluacidén de resultados se lleva a cabo en un mi-
croscopio invertido de contraste de fases; las células vivas
aparecen refringentes mientras que las células muertas no ex-
cluyen el colorante y presentan una coloracidén roja oscura.
La valoracidén de la citotoxicidad se realiza mediante 1la
estimacién visual del porcentaje de mortalidad celular de

acuerdo a la siguiente escala:
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% de mortalidad celular puntuacién
80-100% 8
60-80 6
40-60 4
20-40 2
0-20 -

B) OLIGOTIPAJE MEDIANTE PCR-SSO

Basicamente, consiste en la determinacién, mediante el
uso de sondas oligonucleotidicas con especificidada HLA de
clase II (90, 118). Permite definir sobre el DNA, diversos
variantes relativas a una misma molécula, DR o DQ, determina-
da previamente por métodos serologicos. De los diferentes
genes que codifican las dos cadenas de ambas moléculas solo
hemos investigado el DRB1 genérico y los distintos alelos de

DQB1.

Consta, fundamentalmente, de dos pasos:

a) amplificacién mediante PCR de segmentos de DNA,

preseleccionados mediante cebadores especificos, que

corresponden a los genes HLA que se van a estudiar.
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b) enfrentamiento del material obtenido con un panel que
contiene sondas de oligonucledétidos complementarios
especificos para diferentes alelos conocidos de 1los

genes estudiados.

a) Extraccion de ADN

Existe un gran nimero de protocolos para la extraccién
de ADN; la mayoria de ellos encaminados a la obtencién de ADN
altamente purificado. En este trabajo, se ha utilizado un
método rapido de extraccidén de acidos nucleicos, poco purifi-
cados, pero que pueden ser utilizados con muy buenos resulta-

dos para su amplificacién por PCR.

1.- A partir de lineas celulares: Se centrifugan 5x10°
células en crecimiento exponencial a 700 g durante 10
minutos y se resuspende el botdn celular en 100 pl de
tampén K (KCl 50 mM, Sigma, Tris-ClH 10-20 mM, MgCl,
2.5.mM, Merck, 0.5% de Tween-20, Sigma, y 100 ug/ml de
proteinasa K fresca, Sigma). Se incuba durante 45 mi-
nutos a 56°C para digerir las células y, posteriormente;
durante 10 minutos a 95°C para inactivar las proteasas.
En las reacciones de PCR se emplean 10 upl del 1lisado

celular.

2.- A partir de sandre periférica: La muestra de sangre

se extrae por venipuntura y se recoge directamente en
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tubos estériles con anticoagulante (EDTA-K;). En un tubo
eppendorf de 1.5 ml, se afiaden 0.5 ml de TE (Tris-Cl 10
mM pH 7.6, EDTA 1 mM, Sigma, pH 8.0) a 50 ul de sangre
Yy se centrifuga durante 10 segundos a 13.000 x g. A
continuacién, el botén celular se resuspende en 0.5 ml
de TE y, de nuevo, se centrifuga durante 10 segundos a
13.000 x g repitiendo este procedimiento 2 veces mas
para, finalmente, resuspender el botdén en 100 ul de
tampdén K y, posteriormente proceder como en el apartado

anterior.

b) Amplificacién de ADN por PCR
l.- Cebadores usados en la amplificacién: la amplifi-
cacidén de ADN se realiza por PCR empleando un grupo de
cebadores especificos para el segundo exén de los genes
DRB1 y DQBl. (Tabla 2).

TABLA 2

CEBADORES USADOS PARA LA AMPLIFICACION DEL
SEGUNDO EXON DE LOS GENES DRB1 Y DQB1.

NOMBRE SECUENCIA (5'===--- - 3') ESPECI- REFERENCIA

FICIDAD

DRBP1 CCG GAT CCT TCG TGT CCC

DRBP2 TCG CCG CTG CAC TGT GAA G

CAC AGC ACG DR1 Tiercy et al.
Genérico (1990) (138)

90-125 CCG GTC GAC TCC CCG CAG

90-126 TGC TCT AGA GGG CGA CGC

AGG ATT TCG TG Mehra et al.
DQB1 (1991) (120)

TCA CCT C
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2.—- Mezcla de reaccidén: la mezcla de reaccidédn para la
PCR se compone de 10 ul de lisado celular, 10 ul de
tampén de PCR (KCl 50 mM, MgCl, 1.5 mM, Tris-Cl 10 mM pH
8.3, 1mg/ml de gelatina, Sigma), 0.2 mM de cada deoxi-
nucledétido trifosfato (dANTP: dATP, d4dTTP, d4GTP, dCTP,
Boehringer Mannheim), 2 U de Tag DNA-polimerasa (Bo-
ehringer Mannheim), y H,0 bidestilada hasta un volumen
final de 100 ul. La mezcla de reaccidén se cubre con 70
1l de aceite mineral (Sigma), para evitar la evapora-

cién, y se calienta durante 5 min a 95°C

3.~ Parametros de los ciclos de PCR: La amplificacidn se
realiza en un termociclador programable Perkin-Elmer, y
consta de 30 ciclos. Cada ciclo consiste en una etapa de
desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto, otra de
reanillamiento a 55°C durante 1 min seguida de una etapa
de extensidén a 72°C durante 1 min. Al final de 1la
amplificacién se realiza una etapa de extensién a 72°C
durante 7 minutos. Se incluyeron controles negativos

(TE) en cada ensayo (Kwok et al. 1989).

4.- Visualizacién del producto de amplificacién: el

tamafio y la cantidad de los productos amplificados se
visualiza mediante electroforesis submarina en un gel de
agarosa (Bio-Rad) al 1.5% (peso/volumen) en tampén TBE

0.5 X (Tris base 89 mM, Sigma, acido bdérico 89 mM,
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Sigma, EDTA 2 mM, pH 8.0). La agarosa se disuelve
calentado hasta ebullicién. La mezcla se deja enfriar
hasta unos 60°C afiadiendo entonces 0.5 pug/ml de bromuro
de etidio (Bio-Rad). A continuacidn, se vierte el gel en
una cubeta dejando que se solidifique. El aceite mineral
se elimina de la mezcla de reaccién mediante extraccién
con 200 ul de cloroformo (Quimon). Se cargan 5 ul de
producto de amplificacién, mezclados con 1.25 ul de
solucidén azul ("Blue Juice" 5 X) (azul de bromofenol,
Sigma, al 0.2%, xilenocianol, Sigma, al 0.2%, y glice-
rol, Merck, al 25%) en cada uno de los pocillos del gel.
Como marcadores de peso molecular se utiliza ADN del
fago 0X174 digerido con la enzima de restriccidén Hae III
(BRL) . Los geles se someten a electroforesis en tampén
TBE 0.5 X durante 15-30 minutos a 15 V/cm. Una vez con-
cluida, se examina el gel bajo luz ultravioleta en un
transiluminador del que se obtiene un registro fotogra-
fico mediante una fotografia instanté&nea con un sistema

Polaroid.

5.- Unidén _del ADN amplificado a membranas de nylon: se

desnaturalizan 30 ng, aproximadamente, del producto de
PCR en 50 pl de una solucidén NaOH 0.4 N (Sigma) y EDTA
25 mM, durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, las muestras se sitian sobre un bafio de
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hielo para aplicarlas, ripidamente, a membranas de nylon
cargadas positivamente (Boehringer Mannheim), empleando
para ello un sistema de dot-blot de 96 pocillos y
siguiendo las instrucciones del fabricante (Biodot, Bio-
Rad). E1 ADN inmovilizado se fija entonces a la membrana
mediante irradiacién con luz ultravioleta en un Strata-
linker 1800 (Stratagene). Las membranas se pueden alma-
cenar entre hojas de papel Whatman 3 MM hasta el momento

de su utilizacién.

6.~ Sondas oligonucleotidicas: se emplearon 14 sondas

oligonucleotidicas, para la tipificacién genérica HLA-
DR, que permiten identificar 12 especificidades HLA-DR
(119) y 14 sondas para la identificacién de 12 alelos

DQB1 (120) (tablas 3 y 4).

7.- Marcaje de las sondas: las sondas oligonucleotidicas
fueron marcadas en su extremo 3' con DIG-11-ddUTP (Boer-
hinger Mannheim). La reaccién de marcaje se realizd en
un tubo eppendorf de 0.5 ml en un bafio de hielo,
mezclando 4 ul de tampdn de transferasa terminal 5 X
(cacodilato potasico 1M, Tris-HCl 125 mM, 1.25 mg/ml de

albimina sérica bovina, pH 6.6, Boerhinger Mannheim), 4
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SONDAS OLIGONUCLEOTIDICAS UTILIZADAS EN

LA ASIGNACION DE ALELOS DE DRB1

NOMBRE SECUENCIA (5'===—- -3"') ESPECIFICIDAD

L11 TTC AAA CTT AAG CTG CCA C DR1 (0101, 0102, 0103)

D11 CTC ATA CTT ATC CTG CTG C DR2 (DRBS, todos los
subtipos)

N77 TCT GCA GTA GTT GTC CAC C DR3 (0301, 0302)

H33 CTC TTG GTG ATA GAA GTA TC | DR4 (0401-0409)

E58 CCA GTA CTC CTC ATC AGG C DR11 (1101-1104)

L37 AGC GCA GGA GCT CCT CCT G DR12 (1201,1202)

E71 GGC CCG CTC GTC TTC CAG G DR13 (1301,1302,1304)
DR-Br (0103)
DR4 (0402)
DR11 (1102, 1103)

K71 CGG CCC GCT TGT CTT CCA G DR13 (1303)

H60 GTT CCA GTG CTC CGC AGC A DR14 (1401)

G111l CTT ATA CTT ACC CTG CCA C DR7

L74 GTG TCC ACC AGG GCC CGC C DR8 (0801-0804)

Y26 CTG TGC AGA TAC CGC ACC C DR9

vii CTC AAA CTT AAC CTC CTC C DR10O

N37 AGC GCA CGT TCT CCT CCT G DR3 (0301,0302)

DR13 (1301,1302,1305)
DR14 (1402)
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SONDAS OLIGONUCLEOTIDICAS UTILIZADAS EN LA ASIGNACION DE
ALELOS DQB1

NOMBRE | SECUENCIA (5'===-- +31) ESPECIFICIDAD

90-127 | ACA CAA CTA CGA CGT CGC GT | 0501,0502,0503,0601,
0602,0603

90-128 | CGT GGG GCT GCC TGC CGC CG | 0201

90-130 | TGC GGC GGC TTG ACG CCG AG | 0401,0402

90-131 | GGC GGC CTG TIG CCG AGT AC | 0501,0604

90-132 | GGC GGC CTA GCG CCG AGT AC | 0502

90-133 | AGG GGC GGC CTG ACG CCG AG | 0503,0601

90-134 | AGG GGC GGC CTG ATG CCG AG | 0602,0603

90-135 | GCT GGG GCC GCC TGC CGC GC | 0302

90-136 | TGG GGC CGC CTC ACG CCG AG | 0301,0303

90-137 | CGC GTG CGT TAT GTG ACC AG | 0601,0301

90-139 | GAG CGT GTG CGG GGT GTG AC | 0501,0502,0503,0402

90-139 | GAG CGC GTC CGG GGT GTG AC | 0501,0502,0503,0402

90-293 | GGG ACC GAG CTC GTG CGG GG | 0401

90-290 | TGC GTC TIG TGA CCA GAT AC | 0302,0303,0602

90-291 | TGC GTC TTG TAA CCA GAC AC | 0603,0604
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pl de una solucidén de CoC, 25 mM (Boerhinger Mannheim),
100 pmoles del oligonucledtido correspondiente, 1 ul de
DIG-11-ddUTP 1M, 2 ul (50 unidades) de transferasa ter-
minal (Boerhinger Mannheim), completando con ddH,0 hasta
un volumen final de 20 ul. La mezcla se incuba a 37°C
durante 15 minutos para, posteriormente, transferir 1los
tubos a un bafio de hielo en el que la reaccién se
detiene afiadiendo 2 ul de una solucidén obtenida mezclan-
do 1 pl de solucién de glicégeno a una concentracién de
20mg/ml (Boehringer Mannheim), con 200 pl de una
solucién de EDTA, 0.2 M pH 8.0. Una vez marcado, el
oligonucledétido se precipita con 2.5 pl de LiCl (Sigma)
4 My 75 ul de etanol absoluto (Panreac) preenfriado a -
20°C, mezclando bien e incubando al menos 30 minutos a -
70°C & 2 horas a =-20°C. Posteriormente, la mezcla se
centrifuga a 12.000 x g durante 20 minutos a 4°C, tras
lo cual se elimina el sobrenadante mientras que el sedi-
mento se lava con 50 ul de etanol al 70%, para volver a
centrifugar a 12.000 x g, esta vez durante 10 minutos a
4°C, desechando de nuevo el sobrenadante. El precipitado
final se seca bajo vacio y se resuspende en 100 ul de
ddH,0. El oligonucleétido marcado se puede almacenar a -
20°C hasta el momento de su utilizacién.

8.- Hibridacidén: los filtros de nylon se someten a una

etapa de prehibridacién, mediante inmersién en una solu-
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cién de prehibridacién (0.2 ml/cm?) conteniendo SSPE 6
X (preparado a partir de una solucidén stock 30 X, cuya
composicidén es NaCl 4.5 M, Sigma, NaH,PO, 0.3 M, Gibco,
EDTA 30 mM; pH 7.4), solucidén Denhardt's 5 X (preparada
a partir de una solucidn stock 50 X, que contiene Ficoll
al 1% (tipo 400, Pharmacia); 1% de polivinilpirrolidona
(Sigma) y 1% de alblimina sérica bovina (fraccién vV, Sig-
ma)), 0.1% de N-lauril-sarcosina sbédica (Sigma), 0.02%
de dodecacilsulfatosédico (SDS) (Bio-Rad), 0.5% de solu-
cidén de bloqueo (Boerhinger Mannheim). Las membranas se
incuban a 42°C durante al menos 30 min, en un horno de
hibridacién (Hybaid). Tras la etapa de prehibridacién,
se ahade a cada tubo la correspondiente sonda oligonu-
cleotidica marcada (2 pmoles/ml de solucidn), incubando
a 42°C durante al menos 2 horas. La solucién de hibrida-
cién a la que se ha afiadido la sonda marcada se puede

almacenar a =-20°C y reutilizar dos veces.

9.- Lavados de astringencia: una vez finalizada la etapa

de hibridacién, los filtros se lavan para eliminar tota-
lmente la sonda unida de forma inespecifica. Para ello,
se sumergen en primer lugar en una solucién SSPE 2 X,
con SDS al 0.1% a temperatura ambiente, con agitacién,
en bateas de plastico adecuadas al tamafio de los fil-
tros, utilizando un volumen de 50-100 ml por cada 100

2

cm® de membrana. Posteriormente, se lavan en solucidén
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TMAC (cloruro de tetrametil-amonio 3 M, Merck, Tris-HCl
50 mM pH 8.0, SDS 0.1%, EDTA 2 mM pH 8.0) durante 10
minutos a temperatura ambiente, con agitacién. A
continuacién, se lavan los filtros 2 veces con solucién
TMAC a la temperatura adecuada (para oligonucledtidos
con 18 bases 58°C, 19 bases-59°C, 20 bases-60°C, 21
bases-61°C, 22 bases-62°C) y con agitacién para, por
Gdltimo, lavar 2 veces con solucidén SSPE 2 x, SDS 0.1% a
temperatura ambiente, con agitacién, durante 5 min. Los
lavados con TMAC permiten que la temperatura de 1los
mismos sea independiente del contenido en bases GC de la

sonda y sb6lo dependa de su longitud (121).

10.- Deteccidédn inmunoldégica de los hibridos mediante

sondas especificas marcadas: tras los lavados de astrin-
gencia, se equilibran los filtros con tampdédn 1 (&cido
maleico 0.1 M, Sigma, NaCl 0.15 M; pH 7.5) conteniendo
un 0.3% de Tween-20, durante 5 min con agitacién. Todas
las etapas de la deteccién inmunolégica se efectian con
agitacién y a temperatura ambiente. Posteriormente, los
filtros se incuban en tampén 2 (1% de reactivo de
bloqueo (p/v) en tampdén 1) durante 30 min, para evitar
la unidén inespecifica del anticuerpo. Después de este
tratamiento, se afade 75 mU/ml de fragmentos F(ab'), de
oveja anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa

alcalina (Boehringer Mannheim), incubando durante 30



67

minutos. El1 anticuerpo no unido de forma especifica se
elimina lavando las membranas dos veces con tampén 1-0.3
% Tween-20, durante 15 minutos. A continuacién, 1las
membranas se equilibran con tampén 3 (Tris-HC1l 0.1 M,
NaCl 0.1 M, MgCl, 50 mM, pH 9.5) durante 5 minutos para,
por Gltimo, afadir 10 ml de tampdén 3 conteniendo 100 ul
de una solucién stock de AMPPD de 10 mg/ml (Boehringer
Mannheim). E1 AMPPD (4-metoxi-4-(3-fosfatofenil) spiro
(1,2-dioxetano-3,2'-adamanta o (C,8H,10,PNa,)) es un sus-
trato quimioluminiscente de la fosfatasa alcalina. La
luz emitida en la reaccién (477 nm) impresiona placas de
rayos X. La placa de rayos X (X-O-mat AR, Kodak, Roches-
ter, NY) se expone a los filtros himedos desde 1 min a

varias horas hasta obtener la sefial adecuada.

11.- Rehibridacidén de los filtros: dado el gran nimero
de sondas oligonucleotidicas usadas, es conveniente
despegar las sondas de los filtros una vez concluida la
etapa de deteccidén para poder rehibridarlos con otras
sondas diferentes. Existen diferentes protocolos para
deshibridar 1los filtros. El1 método empleado en este
trabajo consistidé en incubar los filtros con 100 ml de

una solucién NaOH 0.4 M por cada 100 cm?

de membrana,
durante 30 minutos a 42°C con agitacidon. Posteriormente,
los filtros se incuban en una solucién Tris-HC1l 0.2M, pH

7.5, SSPE 0.1 X, SDS 0.5%, durante 30 min a 42°C con
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agitacién. Tras este tratamiento, las membranas se en-
cuentran en condiciones de ser sometidas a una nueva

etapa de hibridacién.

3.3. = ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se almacenaron utilizando el programa dBASE
ITI Plus, versién 1.0, de Asthon-Tate. Para la valoracién
estadistica se utilizé un programa comercial (Kwikstat,
versioén 3, de Texasoft) y un programa de disefio propio

(Riesgo) para las distintas estimaciones:

A) COMPARACION DE PORCENTAJES
Prueba de ji al cuadrado modificada, en caso necesario,
mediante la correccidn de Yates o la prueba exacta de Fischer
para pequefias muestras en caso de subestratificaciones con

reduccién importante del nimero de la muestra.

B) COMPARACION DE MEDIAS
Las variables continuas se analizaron mediante la prueba
de la t de Student, de dos colas, para andlisis de series de

valores independientes.

C) ESTIMACION DEL RIESGO RELATIVO
Indica cuantas veces mds a menudo ocurre una enfermedad

en individuos que poseen un cierto antigeno, en comparacidn
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con agquellos que carecen de él. Se ha calculado mediante la
férmula de Woolf (con valoracidén concomitante del nivel de
significacién en la diferencia de porcentajes mediante las
pruebas anteriores). Se utilizdé la modificacidédn de Haldane
(122) en aquellos casos en que un antigeno esta presente o

ausente en todos los pacientes o controles. (Tabla 5)

TABLA 5

ESQUEMA DE APLICACION DEL CALCULO DE RIESGO RELATIVO

Grupo Con antigeno Sin antigeno Total
Pacientes a b a+b
Controles c d c+d
Total a+c b+d atb+c+d

w

Wolff Haldane

Riesgo Rela-
tivo ad (a+0.5) (d+0.5)
bc (b+0.5) (c+0.5)
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La serie objeto de estudio comprende 71 pacientes diag-

nosticados de EB. Sus principales caracteristicas epidemiolé-

gicas se expresan en la tabla 6. Cincuenta y seis de ellos

proceden de una poblacidén estimada de 600.000 habitantes (cu-

bierta asistencialmente por el Hospital de referencia) por lo

que la prevalencia minima estimada es de 9 pacientes por

100.000 habitantes (Figura 10).

Se utilizaron, como criterios diagnésticos, los elabora-

dos por O'Duffy en 1976 (11); ademads, se aplicaron distintos

sistemas de criterios, a toda la serie, por medio de un sub-

programa informdtico de elaboracién propia escrito en DBase

(tabla 7).
TABLA 6
DATOS EPIDEMIOLOGICOS
TOTAL HOMBRE MUJER
DATOS
EPIDEDEMIO- 71 39 55 % 32 45 %
LOGCOS
M | DS M DS M DS
|
EDAD DE CO- 28,21 11,9 26,8 11,6 29,9 12,510,277
MIENZO
RETRASO 7,11 | 9,6 5,9 7,1 9,7| 11,5 | 0,050
DIAGNOSTICO

PREVALENCIA 9/100.000
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4.2.- DATOS CLINICOS
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En la tabla 8 se registran las principales categorias de

sintomas, relacionadas con la EB, en la tabla 9 la frecuencia

relativa de cada una de las mismas en la serie objeto de

estudio, y en la tabla 10 los sintomas m&s frecuentes al

inicio de la enfermedad.

TABLA 7

CRITERIOS DIAGNOSTICOS UTILIZADOS

| CRITERIOS

O'DUFFY Y GOLSTEIN
1976

MASON Y BARNES
1969

COMITE JAPONES

1979

COMITE

INTERNACIONAL

TIPO PACIENTES:71 %

COMPLETO 69 97

INCOMPLETO 2 3

DIAGNOSTICO 63 89
NO DIAGNOSTICO 8 11 |

COMPLETO 22 31

INCOMPLETO 37 52

NO DIAGNOSTICO 12 17
DIAGNOSTICO 55 78 I
16 22|

1990 “ NO DIAGNOSTICO
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TABLA 8

DATOS CLINICOS DE TODOS LOS PACIENTES CON EB

N S EC UO UG AC AO SN AR TR EP AD
1 M 38 1 1 1 1 1 0 0 0 0
2 M 31 1 1 0 0 0 1 1 0o 0
3 v 28 1 0 1 1 0 0 0 0 0
4 M 66 1 1 1 1 0 0 1 0 0
5 \Y 26 1 1 1 0 0 1 0 1 1
6 M 33 1 1 1 1 0 1 0 0 0
7 v 34 1 1 1 1 0 0 0 0 0
8 M 24 1 1 1 1 0 0 0 0 (0}
9 \Y% 15 1 1 1 1 0 0 0 0 0
10 v 30 1 1 1 1 0 1 0 0 0
11 \' 59 1 1 1 0 0 1 0 1 1
12 \" 26 1 1 0 0 1 1 1 0 0
13 \' 20 1 1 1 0 0 1 0 0 0
14 v 14 1 1 1 ) 0 1 0 0 0
15 v 17 1 1 1 1 0 1 0 1 0
16 v 11 1 1 1 1 0 1 0 0 0
17 M 25 1 0 1 1 0 1 o 0 0
18 v 25 1 0 0 1 1 1 0 0 0
19 M 13 1 1 0 1 0 1 0 0 o
20 M 45 1 1 0 1 0 0 0 0 1
21 \' 31 1 0 1 1 0 0 0] 0 0
22 M 30 1 1 1 1 0 1 0] 0 0
23 M 23 1 1 1 0 0 0 0 0 0
24 \' 15 1 1 0 1 0 0 0 0 1
25 \Y 35 1 0 0 0 1 0 1 0 1

N = Ndmero de registro UG = Ulcera genital AR = Artritis

S = Sexo AC = Afeccién cutanea TR = Tromboflebitis

EC = Edad comienzo enfermedad

UO = Ulcera oral

AQ = Afeccion ocular EP = Epididimitis
SN = Afeccion neurolégica AD = Afeccidn digestiva
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TABLA 8 (CONTINUACION)

DATOS CLINICOS DE TODOS LOS PACIENTES CON EB

N S EC U0 UG AC AO SN AR TR EP 2AD
26 \" 34 1 1 1 1 0 0 0 0 0
27 v 23 1 1 0 1 0 0 0 0 0
28 v 15 1 0 1 1 0 1 0 0 0
29 M 12 1 1 0 1 0 0 0 0 0
30 M 10 1 1 0 0 0 1 0 0 0
31 M 35 1 1 1 o 0 1 0 0 0
32 v 23 1 1 0 1 0 0 0 0 0
33 v 38 1 1 1 0 1 1 0 1 0
34 \Y 25 1 1 0 0 0 1 0 0 1
35 M 29 1 1 0 1 0 1 0 0 0
36 \" 47 1 1 0 0 0 1 0 1 o
37 v 21 1 1 1 1 1 0 0 1 0
38 M 15 1 0 1 1 0 0 0 0 1
39 v 23 1 1 1 1 0 1 0 0 0
40 \Y 18 1 1 1 0 0 1 1 0 0
41 \"/ 15 1 1 1 1 o 1 0 0 0
42 v 40 1 1 0 1 0 1 1 0 1
43 v 10 1 1 1 1 0 1 0 0 o
44 \' 25 1 1 1 1 1 1 0 1 0
45 M 22 1 1 0 0 0 1 1 0 0
46 \' 14 1 0 0 1 0 1 0 0 0
47 M 30 1 1 1 1 1 1 o 0 0
48 M 34 1 1 1 0 0 0 0 0 o
49 M 20 1 0 1 1 1 1 0 0 0
50 \Y 28 1 0 0 0 1 1 1 0 0

N = Numero de registro UG = Ulcera genital AR = Artritis

S = Sexo AC = Afeccion cutanea TR = Tromboflebitis

EC = Edad comienzo enfermedad AO = Afeccién ocular EP = Epididimitis

UO = Ulcera oral

SN = Afeccion neurolégica AD = Afeccion digestiva



TABLA 8 (CONTINUACION)

DATOS CLINICOS DE TODOS LOS PACIENTES CON EB

N S E C
51 M 33
52 M 36
53 M 49
54 M 47
55 M 18
56 V 57
57 M 44
58 M 25
59 VvV 29
60 M 27
61 V30
62 VvV 28
63 V47
64 M 25
65 M 15
66 V 18
67 M 33
68 M 31
69 V20
70 M 40
71V 32

c
o]

L T T S L S O T = Y S T R = I

N = Namero de registro

S = Sexo

c
)
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EC = Edad comienzo enfermedad

UO = Ulcera oral

]
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s
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0
=
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UG = Ulcera genital AR
AC = Afeccion cutanea TR
AO = Afeccidon ocular EP

SN = Afeccion neurolégica AD

TR EP AD
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
1 1 0
0 0 0
0o 0 1
0 1 0
0 0 0
0 o 0
0 1 0
0 0 0
1 0 1
1 0 0
o 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 o
0 0 0}
0 0 0
= Artritis

= Tromboflebitis

= Epididimitis

= Afeccion digestiva



TABLA 9

DATOS CLINICOS II

MANIFESTACIONES

CLINICAS N2 %
ULCERAS ORALES 71 100
ULCERAS GENITALES 57 80,28
AFECCION CUTANEA 45 63,38
AFECCION OCULAR 44 61,97
AFECCION ARTICULAR 42 59,15
AFECCION S.N.C 14 19,71
TROMBOFLEBITIS 11 15,49
EPIDIDIMITIS 10 14,08
AFECCION DIGESTIVA 9 12,67
HISTORIA FAMILIAR 3 4,22
AFECCION CARDIACA 2 2,81
AFECCION PULMONAR 1 1,40
AFECCION RENAL 1 1,40

TABLA 10

SINTOMAS AL INICIO DE LA ENFERMEDAD

SINTOMA INICIAL Ne 3

AFTAS ORALES 49 | 71,01
AFTAS GENITALES 29| 42,02
AF. OCULAR 20| 28,98
AF. ARTICULAR 7| 10,14
AF. CUTANEA 5 7,24
TROMBOFLEBITIS 5 7,24
EPIDIDIMITIS 3 4,34
AF. SNC 3 4,34
AF. DIGESTIVA 1 1,44

77
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A) SINTOMATOLOGIA OCULAR
Presentaron sintomatologia ocular 43 pacientes (63,2 %).
En 32 de ellos (74,4 %) de forma bilateral. La distribucién
de la afeccidn ocular entre ambos sexos (tabla 11) fue
similar (53 % en varones y 46 % en mujeres) pero, en los
primeros, predominaba la aparicidén precoz, tanto en el
conjunto de la enfermedad como en las manifestaciones ocula-
res. Las lesiones observadas se recogen en la tabla 12. En 20
pacientes la afeccidn ocular estaba presente desde el inicio
de la enfermedad y el promedio de tiempo de aparicidén de la
sintomatologia ocular, en los que no la presentaban desde el
inicio, fue de 2 afios. En la figura 11 se representa la curva
actuarial de afectacién ocular en nuestra serie. En la
mayoria de los pacientes que la sufrieron se registrd su

inicio en los 5 primeros afios de evolucién de la enfermedad.

Estos pacientes fueron controlados conjuntamente por
nuestra Unidad y por el Servicio de Oftalmologia. El trata-
miento de primera linea consistia en medidas locales y corti-
costeroides sistémicos. En 24 pacientes (50 %) el proceso in-
flamatorio no respondidé a dicho tratamiento, situacién que
definimos como uveitis refractaria. Estos Gltimos fueron
incluidos en un a protocolo de tratamiento con ciclosporina-A
(CyA). Los que fueron resistentes a este segundo esquema

terapéutico (7 pacientes) se sometieron a tratamiento con-
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junto con CYA e interferon alfa recombinante. Seis pacientes
han evolucionado hasta la amaurosis, 5 afectando un solo ojo
y en otro de forma bilateral, es decir 9,33 % de un total de
75 ojos afectados. El paciente con amaurosis bilateral fue

remitido a nuestra consulta cuando ya llevaba afios en esa

situacién.
TABLA 11
PATOLOGIA OCULAR I
PACIENTES CON LE- HOMBRE: 24 MUJER: 20
STONES OCULARES M DS M DS b
EDAD COMIENZO 23,3 8 29,9 13 0,06
TIEMPO APARICION(*) 1,7 3 2,8 6,6 0,5
EDAD AF.OCULAR 25 7,8 32,8 13,7 0,034
FRECUENCIA 54 % 46 % 0,9

(*) A partir del primer sintoma.



TABLA 12

PATOLOGIA OCULAR II
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LESIONES OCULARES: 42 pacientes

(71 ojos afectados) T % UL | BL
AMAUROSIS 6 8,45 5 1
TYNDAL 10 14,08 3 6
EDEMA DE RETINA 12 16,90 5 7
EDEMA DE PAPILA 12 16,90 7 5
EXUDADOS DE RETINA 4 5,63 1 3
HEMORRAGIA DE RETINA 5 7,04 2 3
COROIDITIS 13 18,30 7 5
VASCULITIS DE RETINA 12 16,90 5 7
FIBROSIS RETINO VITREA 3 4,22 2 1
HEMORRAGIA VITREA 2 2,81 0 2
VITREO TURBIO 15 21,12 6 9
IRITIS 17 23,94 8 9
CONJUNTIVITIS 7 9,85 4 3
QUISTE DE MACULA 1 1,40 0 1
ULCERA CORNEAL 2 2,81 0 2
HIPOPION 3 4,22 0 3
PRECIPITADOS QUERATICOS 6 8,45 0 6
CATARATAS 6 8,45 1 5
EDEMA DE MACULA 13 18,30 2 11
OPACIDAD VITREA 8 11,26 2 5
ATROFIA OPTICA 5 7,04 2 3
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La frecuencia de uveitis refractaria fue semejante en
hombres y mujeres pero la edad de aparicién fue mas precoz en
los primeros (tabla 13); también eran varones la mayoria de

pacientes con amaurosis (5 varones y 1 mujer).

TABLA 13

PATOLOGIA OCULAR III

UVEITIS REFRACTARIA HOMBRE: 13 MUJER:11
(24 CASOS) p
M DS M DS

EDAD DE COMIENZO 22,9 7,3 29,5 11 0,13
EDAD AFECCION 24,8 8 34 12 0,05
OCULAR
TIEMPO DE 1,9 3 4,7 9,9 0,4
APARICION (*)
FRECUENCIA 54 3% 46 % "

(*) A partir del primer sintoma.

B) SINTOMATOLOGIA CUTANEA

Se detectd en 43 pacientes (63%). Su distribucidn figura
en la tabla 14. La lesién mas frecuente fue la foliculitis en
25 casos. Solo se considerd elemento diagndéstico si el
paciente no estaba sometido a tratamiento esteroideo y habia
rebasado la edad puberal. El eritema nodoso estaba presente
en 22 pacientes y la tromboflebitis superficial en dos. Una
paciente presentdé lesiones con datos morfoldégico e histo-

légicos de Sindrome de Sweet.

La distribucién de la afeccidén cutanea (tabla 14) fue

similar entre ambos sexos, sin embargo, la mayoria de los
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varones presentaron foliculitis (mucho m&s raramente eritema
nodoso). En las mujeres con afeccidén cutanea ocurria lo con-
trario, la mayoria presentaba eritema nodoso en menor propor-
cién foliculitis (6 de 20, 30%). No habia diferencia signifi-

cativa de edad entre ambos grupos.

TABLA 14

PATOLOGIA CUTANEA

AFECCION HOMBRE
CUTANEA

Ne %
GENERAL 45 63 25 55 20 45 1,542
FOLICULITIS 29 64 23 92 6 30 0,0001
ERITEMA NODOSO 23 51 9 36 14 70 0,036
TROMBOFLEB S. 2 3 1 2 1 2 NS

EDAD DE COMIE. | 27,6(12) /| 25,6(12,4) | 30,1(11,4) | 0,214
RETRASO DIAG. 7(9,9) " 4,4(5,8) 10,3(12,8) | 0,071

En 23 pacientes se investigd la prueba de patergia. La
técnica empleada fue la de Dilsen (7). La respuesta macro-
scopica se valord a las 48 horas y se hizo biopsia mediante
punch. Solo de detectd una lesibén macroscdpica poco llamativa
en 4 pacientes, y en ninguno de ellos se observd pistula. Se
aprecié infiltrado por neutréfilos en 9 pacientes (39%),
infiltrado linfohidtiocitario en 6 (26%) y leucocitoclasia en

6 (26%).
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C) SINTOMATOLOGIA ARTICULAR

Cuarenta y dos pacientes (59 %) referian sintomatologia
articular. La patologia mas frecuente fue la artritis de
rodillas, tobillos y carpos, siendo mds frecuente la presen-
tacién oligoarticular que monoarticular. La participacidén de
articulaciones coxofemoral, metatarso, codos, metacarpofalan-
gicas e interfalangicas proximales fue mucho menos frecuente.

(Tablas 15 y 16)

TABLA 15

PATOLOGIA ARTICULAR I

ARTICULACIONES AFECTADAS Ne %
42 59,15
RODILLAS 20| 47,61
TOBILLOS 18 42,85
CADERAS 5 11,90
LUMBARES 2 4,54
METATARSOFALANGICA 1 2,38
CARPOS 14 33,33
CODOS 2 4,54
METACARPOFALANGICAS 1 2,38
INTERFALANGICAS PROXIMALES 1 2,38
POLIARTRITIS 1 2,38
POLIARTRALGIAS 1 2,38




TABLA 16

PATOLOGIA ARTICULAR II
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TOTAL " HOMBRE MUJER
PATOLOGIA ARTICULAR Ne % Ne $ | Ne % P

42 59 26 62 | 16 | 38 | 0,22
EDAD COMIENZO 27(12) 27,3(13) 27(9,6) 0,97
RETRASO DIAGNOSTICO | 6,9(8,5) 6,4(8,6) | 7,7(9,4) 0,6

D) SINTOMATOLOGIA NEUROLOGICA

Se constaté patologia neuroldégica en 13 pacientes. La
manifestacién mas frecuente fue la meningitis en 5 casos, en
uno de éllos acompafiado de patologia focal y en otro, de
curso recidivante (3 episodios). Tres pacientes presentaron
patologia comicial, todos como Gnica manifestacién neuroldgi-
ca. Cinco pacientes presentaron lesiones encefdlicas focales
o difusas (encefalitis, en dos pacientes), y en tres de ellos
se constataron en la TAC y/o resonancia nuclear magnética. En
3 pacientes se detectd, clinicamente y mediante electromio-
grafia, afeccién del nervio mediano. En 7 de estos pacientes

habia patologia ocular asociada (Tabla 17).
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TABLA 17

PATOLOGIA NEUROLOGICA

TOTAL HOMBRE MUJER

Ne % Ne % N2 %
AFECCION SNC 14 20 8 57 6 43
MENINGITIS 6 43 4 50 2 33
EPILEPSIA 3 21 1 12 2 33
LESIONES FOCALES 5 36 5 62 1 16
ENCEFALITIS 2 14 2 25 0 0
DATOS EPIDEMIO. M DS M DS M DS P
EDAD INICIO 29,5 7,5 28,2 5,6 32 11,2 0,5
RETRASO 11,3 11,8 4,75 5,5 16,2 }113,3 0,12
DIAGNOSTICO

E) SINTOMATOLOLGIA DIGESTIVA
Nueve pacientes presentaban patologia digestiva, siendo

la mas frecuente la ulcera gastroduodenal (4 pacientes).

Habia antecedentes o se comprobd hemorragia digestiva en
5 pacientes. En una paciente se repitid en dos ocasiones y se
realizdé endoscopia que presentd erosiones superficiales en
segunda porcién duodenal. En otros 2 pacientes se comprobd la
existencia de afeccién de intestino delgado. El primero, con
lesiones en yeyuno, precisd ser intervenido en dos ocasiones
por cuadros de obstruccién y sangrado oculto; el estudio
histolégico puso de manifiesto ulceras planas con datos de

vasculitis con depésito de IgG, IgA e IgM. El otro paciente
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sufrié un cuadro de rectorragias, diarrea y fiebre; el tran-
sito intestinal puso de manifiesto Glceras planas, en anillo
de sello, en ileon terminal. Otro de los episodios de hemo-
rragia digestiva era secundario a 1lesiones aftosas en
intestino grueso que se biopsiaron comprobdndose que corres-

pondian a lesiones vasculiticas.

Cinco de los pacientes eran hombres. La edad media de
los pacientes con patologia digestiva fue mayor que el pro-
medio de la serie (44 a en el momento del diagndstico y 33 al
inicio de la enfermedad). En este grupo de pacientes la edad
media de las mujeres fue inferior (28 al inicio de 1la
enfermedad y 40 en le momento del diagnbéstico) que la de los
varones (37 al inicio de la enfermedad y 47 en el momento del

diagnéstico). (Tabla 18).

TABLA 18

PATOLOGIA DIGESTIVA

TOTAL HOMBRE MUJER
PATOLOGIA
DIGESTIVA 9 5 55 % 4 45 %

M DS M DS M DS

| EDAD DE COMI- | 32,71 13,4 37} 13,8| 25,5| 12,5 0,317

ENZO
RETRASO 11,5 | 13,7 | 10,4 | 13,9 13| 15,5} 0,803
DIAGNOSTICO
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F) OTROS DATOS CLINICOS

Se constatd patologia venosa en 11 pacientes. Tres pa-
cientes sufrieron tromboembolismo pulmonar y otro una trombo-
sis de la vena cava inferior (Tabla 19). Solo 2 de los 11

pacientes presentaron tromboflebitis superficial.

TABLA 19

PATOLOGIA TROMBOTICA

TOTAL HOMBRE MUJER
PATOLOGIA N2 % Ne % N2 %
TROMBOTICA
11 15 6 56 5 46 p
EDAD COMIENZO 33 34 32 NS
RETRASO 6 5 6 NS
DIAGNOSTICO

Ocho pacientes sufrieron episodios recidivantes de

epididimitis.

S6lo en tres casos habia antecedentes inequivocos de
historia familiar de enfermedad de Behget pero fue muy fre-
cuente la existencia de aftosis oral recidivante en muchos de

los familiares de los pacientes incluidos en la serie.

Un paciente sufridé un infiltrado pulmonar. Se descartd
causa infecciosa de la misma y evolucioné favorablemente con
tratamiento esteroideo.
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Dos pacientes desarrollaron una tuberculosis pulmonar
durante el curso de su enfermedad. Uno estaba sometido a

tratamiento con corticoesteroides y el otro no.

Una paciente presentd una glomerulonefritis mesangial

proliferativa con evolucidén a la insuficiencia renal crdnica.

4.3.- DATOS ANALITICOS

No hubo ninguna alteracién analitica, especialmente
destacable, que pudiera relacionarse con la EB ni con el
grado de actividad de la misma (Tabla 20). La VSG y la PCR
estaban elevados en el 26 % y en el 36 % de los pacientes
respectivamente. La concentracién sérica de crioglobulinas
estaba elevada en 16 %. En 21 pacientes se realizd estudio de
inhibidor circulante de coagulacién; en 5 de ellos se
encontraron valores de anticuerpos anticardiolipina elevados
(3 de estos pacientes presentaron patologia trombbdtica:
concretamente 2 con trombosis venosa profunda de MMII, uno
con tromboembolismo pulmonar y otro con infarto de miocar-

dio); ninguno de ellos presentaba vasculitis retiniana.
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TABLA 20

DATOS ANALITICOS

DATOS ANALITICOS Ne % T
VSG elevada 17 25,75 66
ANEMIA 4 6,06 66
LEUCOCITOSIS 3 4,61 65
HIPERGAMMAGLOBULINEMIA 5 7,93 63
FACTOR REUMATOIDE 1 1,66 60
ASLO 8 1,11 61
PCR 22 36,06 61
CRIOGLOBULINAS 8 16,32 54
HBsSAG 1 2,22 44
TEST TUBERCULINA 14 28,57 49
DESCENSO DE C3 0] 0 54
DESCENSO DE C4 3 5,55 54
ANTICOAGULANTE LUPICO, ACA 5 23,80 21
ANTICUERPOS ANTINUCLEARES 26 40,00 65

= 1/20 13 20,00

= 1/40 8 12,30

= 1/80 1 1,53

= 1/160 3 4,61

= 1/320 1 1,53

La reaccidn tuberculinica fue positiva en el 28,57 % de
los casos. Los resultados de los estudios serolégicos relati-
vos a virus herpes simple (VHS-1l) y citomegalovirus figuran

en la tabla 21 y los del virus de hepatitis B en la tabla 20.



TABLA 21
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COMPARACION DE TITULOS DE SEROLOGIA DE VHS1 Y CMV EN PA-

CIENTES CON EB FRENTE A CONTROLES

TITULO | VHS1-p | VHS1-c CMV-p CMV-c
(67) (40) P (67) (40) p

0 20(30%) | 18(45%) | 0,339 | 37(61%) |22(55%) | 0,570
1/8 0 0 1(2%) 3(7%) 0,146
1/16 | 16(24%) | 15(37%) | 0,186 9(13%) | 11(27%) | 0,321
1/32 | 12(18%) 6(15%) | 0,749 6(9%) 3(14%) | 0,549
1/64 |l 10(15%) 1(2%) |o0,050% | 7(10%) 1(2%) 0,254
>1/64 8(12%) 0 0,020*% | 5(7%) 0 0,254

4.4.- MOLECULAS HLA

A) MOLECULAS DE CLASE I

Se estudiaron en 67 pacientes y se compararon las dife-

rencias de sus respectivas frecuencias entre pacientes y una

poblacidén control de 223 sujetos sanos. Se estimdé el riesgo

relativo mediante la férmula de Wolff y Haldane en el total

de pacientes y en los grupos de pacientes estratificados

segin la sintomatologia (ocular, cutanea, articular, neurold-

gica, digestiva, trombdética, epididimitis). En la tabla 22 se

registran todas las moléculas de clase I y II de cada uno de

los pacientes.
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TABLA 22

HLA-A HLA-B

A29,A31 Bl4,B44
A02,- B14,B62
A02,A24 B35,B44
A02,A26 B17,B45
Al11,A32 B51,B44
A03, - BO7,B51
202,A28 B51,B08
A02,- B18,BS0
A02,A24 B51,-

A02, - B51,B60
A33, - B44,-

A09,A10 B15,-

A02,- BO7,B62
A24,- B35,B51
A24,A26 B44,B62
A30,A33 B14,B27
A09, - B21,B44
A01,A24 B44,B51
A01,A03 BO8,B50
A09,A30 B44,-

A03,A23 BO7,B44
A02,A03 BO7,B45
A03,A26 BO7,B27
A24,A29 B44,B51
A01,A28 B51,B8

A01,A02 BO8,B27
A01,A29 B53,B44
A02, - BO7,B62
A02,A28 B1l4,B51
A32,- B53, -

A01,A29 B44,B17
A02,A30 B27,B60
A01,A26 BO8,B40
A01,A03 BO8,B18

DRB1

4,07
17,01
15,4
4,07
11,13
01,4
NR
17,11
NR
4,11
07,4
07,11
6,07
11,12
4,6
01,6
01,6
11,4
NR
07,11
15,07
8,10
NR
6,07

6,11
4,07
6,07
11,6
07,11
NR
15,17
NR
10,17

DORB1

0201,0303
0201,0501
0303, 0602
0201,302
0301,603
0301,501
NR

0201, 301
NR
0301,302
0201,302
0201,301
0201,603
0301, -
0301,603
0501, -
0501, -
0301, -
NR

NR
0201,602
0402,501
NR
0201,603
0301,302
0301,501
0303,201
0201,604
0301, 604
NR

NR
0201,601
NR
0201,501
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MOLECULAS HLA DE CLASE I Y II EN 67 PACIENTES CON EB

Reg N
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

TABLA 22 -

HLA-A

A02,A24
A02,A23
A02,A03
A02,A26
A02,A25
A29,A31
AO01,-

A02,Al11
A29,A11
A02,All
A01,A02
A02,-

All,A68
A24,A26
A26,A30
A02,A29
AO03,A26
A02,-

AO01,A33
A30,A33
A01,A02
A02,A23
A01,A24
A30,-

A02,A30
A02,A03
A02,A26
A01,A02
A26,A29
A02,A24
A02,A28
A02,A30
AO1,A32

NR= No realizado.

(CONTINUACION)

HLA-B

B35,B51
B44,B51
B35,B50
Bl14,B44
B39,B58
B17,B51
B44,B57
B44,B51
B18,B51
B51,B50
B44,B51
B44,B49
B18,B62
B35,B53
B18,B49
B14,B51
Bl14,B44
B45,BS1
BOS, -

B14,B18
B17,B51
B18,B51
B39,B52
B35,B60
B18, -

B14,B35
BO7,B51
B08,B61
B44,B56
B17,B51
B27,B56
BO7,B18
B27,B62

15,11

11,07
15,17
01,6
15,6
11,-
NR
15,13
17, -
4,11
07, -
6,07
17, -
01,17
15,11
17,4
15,8
01,04
NR
17,11
13, -
NR
NR
07,11
NR
NR
NR

F
=
oo
hirt

0201,0301
NR
0301,0602
0201, -
0301,0502
0301,0402
0201,0303
0201,0301
0201,602
0501,0603
0501,0602

0201,-
0301,0303
0201, -
0201,0603
0201, -
0201,0501
0301,0602
0201,0301
0601,0402
0302,0501
NR

NR

NR

NR

NR
0301,0303
NR

NR

NR
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a) Moléculas HLA-A
Ninguna de las moléculas tenia una distribucidén signifi-
cativamente diferente entre controles y el total de pacientes
con EB (Tabla 23). Por el contrario, en algunos subgrupos, se
encontrd una frecuencia distinta de la esperada (la de A29 es
menor en la serie cutdnea y SNC; la de A24 es menor en la

articular (Tabla 31).

TABLA 23

RIESGO RELATIVO CONFERIDO POR MOLECULAS HLA-A
EN PACIENTES CON EB

HLAI CONTROL PACIENTES RIESGO p
(223) (67) RELATIVO
Al | 45 (20,1%) | 15 (22,4%) 1,1 0,732
A2 |92 (41,2%) | 33 (49,2%) 1,3 0,263
A3 | 42 (18,8%) 9 (13,4%) 0,6 0,204
A11 | 23 (10,3%) 5 (7,4%) 0,7 0,334
A9 3 (1,3%) 3 (4,5%) 3,4 0,139
A23 9 (4,0%) 3 (4,5%) 1,1 0,552
A24 | 44 (19,7%) |10 (14,9%) 0,7 0,243
A10 4 (1,8%) 1 (1,5%) 0,8 0,673
A25 9 (4,0%) 1 (1,5%) 0,3 0,463
A26 | 18 (8,1%) 10 (15,0%) 1,9 0,103
A28 | 20 (8,9%) 4 (5,9%) 0,6 0,309
A29 |40 (17,9%) 8 (11,9%) 0,6 0,166
A30 | 30 (13,4%) 8 (11,9%) 0,8 0,465
A31 |12 (5,4%) 2 (2,9%) 0,5 0,534
A32 | 17 (7,6%) 3 (4,5%) 0,5 0,582
A33 | 12 (5,4%) 4 (5,9%) 1,1 | 0,679
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b) Moléculas HLA-B
En la serie total, la frecuencia de B51 estaba signifi-
cativamente aumentada en pacientes con EB (Tabla 24). La fre-

cuencia de esta molécula varid segin el subgrupo de pacien-

tes.
TABLA 24
RIESGO RELATIVO CONFERIDO POR MOLECULAS HLA-B
EN PACIENTES CON EB
HLAT CONTROL PACIENTES RIESGO P ‘
(223) (67) RELATIVO

B7 29 (13,0%) 8 (11,9%) 0,9 0,503
B8 | 23 (10,3%) 8 (11,9%) 1,1 0,659
Bl4 |29 (13,0%) 9 (13,4%) 1,0 0,535
B18 | 36 (16,2%) 9 (13,4%) 0,8 0,373
B27 | 21 (9,4%) 6 (8,9%) 0,9 0,564
B35 |41 (18,4%) 7 (10,4%) 0,5 0,086
B39 4 (1,8%) 2 (2,9%) 1,7 0,625
B44 | 77 (34,5%) |29 (29,8%) 0,8 0,197
B45 5 (2,2%) 3 (4,4%) 2,0 0,392
B21 2 (0,9%) 1 (1,5%) 1,7 0,544
B49 | 15 (6,7%) 2 (2,9%) 0,4 0,376
B50 8 (3,6%) 4 (5,9%) 1,7 0,482
B51 | 37 (16,6%) |23 (34,3%) 2,6 0,003%
B52 0 1 (1,5%) 1,7 0,504
B53 1 (0,4%) 3 (4,5%) 10,0 0,040
B56 2 (0,9%) 2 (2,9%) 3,4 0,229
B17 | 21 (9,4%) 7 (10,4%) 1,2 0,815
B40 | 18 (8,1%) 5 (7,4%) 0,9 0,554
B15 | 14 (6,8%) 7 (10,5%) 1,7 0,282
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En los pacientes con patologia ocular, cuténea vy
digestiva la frecuencia de B51 fue significativamente mayor

que en los controles (Tabla 25).

TABLA 25

RIESGO RELATIVO CONFERIDO POR B51 EN PACIENTES CON EB SEGUN
LAS MANIFESTACIONES CLINICAS EN RELACION A 223 CONTROLES
(B51=37, 16,6%)

| GRUPO N2 B51 % RR P
TOTAL 67 23 34,31 2,62 | 0,003%
AF. OCULAR 44 19 43,1]13,82 |10,0001*
AF .CUTANEA 40 17 38,61 3,1 0,001%*
ARTICULAR 38 12 29,3(2,0 0,075
AF. SNC 14 1 7,110,3 0,705
AF. TROMBOTICA 11 2 18,2 11,1 0,673
EPIDIDIMITIS 9 3 30,01 2,5 0,46
AF. DIGESTIVA 8 4 50,0 | 4,0 0,054%*

En la patologia ocular es donde la relacidén entre EB y
B51 es mas estrecha (Tabla 26). Cuando analizamos la frecuen-
cia segQn varones y mujeres, valorando ademds la presencia de
uveitis refractaria comprobamos que esta relacidén es méxima
en varones con uveitis tanto si es refractaria o no. En las
mujeres con uveitis se mantiene esta asociacidén algo por
debajo del limite de la significacidén estadistica y no existe
en el caso de la uveitis refractaria. Por otro lado, en la
mayoria de los subgrupos donde la frecuencia de B51 es alta,

esta se correlaciona con patologia ocular.
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En los pacientes con patologia articular o con epidimi-
tis persistia dicha diferencia aunque sin alcanzar significa-
cidén estadistica. Por el contrario, en serie neurolégica la
frecuencia de B51 fue menor que en la poblacién control, si
bien no se alcanzd significacién estadistica (Tabla 25). No
obstante, la comparacién de la frecuencia de B51 entre ambas
series, ocular y neurolégica arroja una clara diferencia

estadisticamente significativa (p=0,011).

TABLA 26

RIESGO RELATIVO CONFERIDO POR B51 EN PACIENTES CON EB Y
UVEITIS EN RELACION A 223 CONTROLES (B51=37, 16,6%)

. GRUPO Ne B51 $ RR p I

TOTAL 67 23 34,3| 2,62 | 0,003%

VARONES 36 13 36,1 (2,84 | 0,003%

MUJERES 31 10 32,2 2,39 | 0,047*

UVEITIS 44 19 43,1 (3,82 | 0,0001*

UVEITIS VARON 24 12 50,05,02 | 0,0001%
UVEITIS MUJER 20 7 35,0| 2,70 | 0,060

UVEITIS REFRACTARIA 24 9 37,5| 3,01 | 0,0001%
UVEIT. REFRAC. VARON | 13 7 53,8 (5,86 | 0,004%
UVEIT. REFRAC. MUJER | 11 2 18,1 |1,11 | 0,575

El estudio de los datos clinicos y epidemioldgicos de
los pacientes con EB con y sin B51 muestra algunas diferen-
cias. En los pacientes con B51+ la edad de comienzo de la
enfermedad es mas precoz, la afeccidén ocular més frecuente y

las neuroldgicas mds rara en relacidén con los pacientes B51-
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(Tabla 27). En el vardn la relacién de dichos parémetros con
la positividad/negatividad de B51 es muy evidente. Por el
contrario, en la mujer (al menos en nuestra serie) no hay una
asociacién clara entre B51+ y dichas circunstancias: inversa-
mente, tanto los datos clinicos como epidemioldgicos de las
mujeres (independientemente de gque sean o no B51+) son mas
parecidos a los del subgrupo B51- de la serie total (Tablas
28 y 29). Por ello decidimos analizar las diferencias entre
varones B51+ y el resto de los pacientes con EB; fue entre
estos dos grupos donde las diferencias eran mas signifi-
cativas: Los pacientes varones B51+ inician la enfermedad a
edad mads temprana, en ellos el diagnéstico es mas precoz, las
lesiones oculares son mas frecuentes y las manifestaciones
neurolégicas y trombbéticas son mds raras que en el resto de

la poblacién de los pacientes con EB (Tabla 30).
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TABLA 27

DIFERENCIAS CLINICAS Y EPIDEMIOLOGICAS ENTRE
PACIENTES CON EB B51+ y B51-

TOTAL: 6;1|B51(+): 23 | B51(-): 44

Ne 3 Ne % Ne % P
Af. Ocular 42 63 19 83 23 52 0,018
Af.Cutanea 41 61 17 74 24 54 0,187
Af. Artic. 38 81 12 52 26 59 0,613
Af. SNC 14 21 13
Epididimt.* 9 12
Trombofleb 11 16
Af. Digest 8 12
Uv. Refrac

DATOS EPIDEMIOLOGICOS DS

24,9 8,91 29,6| 12,3 0,082

Edad de comienzo

Retraso diagnéstico “ 7,41 10,0 7,3 9,6 0,978

—

*Calculado en 36 varones, 13 BS51+ y 23 B51-



DIFERENCIAS CLINICAS Y EPIDEMIOLOGICAS ENTRE
VARONES Y MUJERES CON EB B51+

TABLA 28

100

B51+ : 23]( HOMBRE 13 MUJER 10
N© %AWI N© % Ne % P
Af. Ocular 19 83
Af.Cutanea 17 74
Af. Artic. 12 52
Af. SNC 1 4
Trombofleb 2 9
Af. Digest 4 17
Uv. Refrac 9 39
| DATOS EPIDEMIOLOGICOS I M DS M DS P
Edad de comienzo 22,0 7,5 28,0 9,7 0,100
Retraso diagnéstico 3,6 5,0 | 12,0} 13,0} 0,079

* Calculado en 36 varones,

13 B51+ y 23 B51-



DIFERENCIAS CLINICAS Y EPIDEMIOLOGICAS ENTRE

TABLA 29

VARONES Y MUJERES CON EB B51-
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351(-):441|H0MBRE :23 | MUJER: 21

Ne % Ne % Ne % P
Af. Ocular 23 52 11 47 12 57 0,563
Af.Cutanea 24 54 12 52 12 57 0,771
Af. Artic. 26 59 15 65 11 53 0,541
Af. SNC 13 30 8 53 5 24 0,518
Trombofleb 9 20 6 26 2
Af. Digest 4 9 3 6 1

n Uv. Refrac 28 2 20 6 .

DATOS EPIDEMIOLOGICOS DS M DS
Edad de comienzo 28,0 11,01 30,9 13,0 0,518
Retraso diagnéstico u 5,8 8,0 9,0{ 10,8 0,280

* Calculado en 36 varones,

13 B51+ y 23 B51-



TABLA 30
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DIFERENCIAS CLINICAS Y EPIDEMIOLOGICAS ENTRE
VARONES B51+ Y EL RESTO DE LOS PACIENTES CON EB

HOMBRE RESTO DE LOS

B51+:13 PACIENTES:54

Ne 3 Ne $ p
Af. Ocular 12 92 30 5511 0,023%
Af.Cutanea 10 78 31 57| 0,225
Af. Artic. 8 61 30 551 0,764
Af, SNC 0 0 14 301 0,033%
Epididimt.* 3 12 6 26 10,525
Trombofleb 0 0 11 201 0,074
Af. Digest 1 8 7 13 ] 0,513

. Uv. Refrac 7 54 17 310,197 J

DATOS EPIDEMIOLOGICOS M DS M DS o]
Edad de comienzo 22,3 7,5 29,3 11,8 | 0,012%*
Retraso diagnéstico 3,7 5,7 8,27 10,4 | 0,038%

* Calculado en 36 varones,

13 B51+ y 23 B51-

La frecuencia de B15 (englobando sus dos subtipo, B62 y

B63) en la serie total, no diferia entre pacientes y contro-

les. No obstante,

B15 era, por lo general,

inversa a la de B51:

dentro de la serie EB la distribucién de

nmas frecuente

en los subgrupos con afeccién articular y de SNC (en los que

B51 no difiere significativamente de la serie control) y més

rara en la serie ocular.

Asi,

de los 7 pacientes B15+, 5

presentaban patologia articular, 3 patologia neurolégica, 2

patologia trombética y 2 patologia cutédnea; solo 1 de estos
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pacientes tenia afeccidén ocular (en este paciente también
estaba presente B51) (Tabla 31). Estas diferencias, entre
grupos sindrémicos, alcanzan significacién estadistica: p=
0,040 (serie SNS/serie ocular) y p=0,049 (serie articular/se-

rie ocular).

No se realizb andlisis independiente de los dos subtipos
de B15 porque no se contaba con dicha discriminacién en la
mayoria de la muestra control. De todas maneras, en la pobla-
cién espafiola, la mayoria de los individuos B15 poseen el
"subtipo" B62 (circunstancia que también comprobamos en
nuestra serie de pacientes en los que B62 representa el 100

% de los individuos B15+).

Otros 2 antigenos codificados por el locus B presentan
una asociacidén curiosa con determinados grupos clinicos: B45
aparece en 2 de los 11 pacientes de la serie trombdtica; este
porcentaje no es muy alto (18,2 %) pero llama la atencién si
se compara con la escasisima frecuencia con la que se observa
en la serie control (2,2 %, muy semejante a la que comprueban
estudios de otros autores); esto condiciona una importante
significacién estadistica (p= 0,037) aunque carezca de signi-
ficacién practica. De forma semejante, BS53 aparece en 2 de
los 14 pacientes de la serie SNC (14,4 %) y sb6élo en 1 (0,14
%) de los controles (p= 0,009) (Tabla 24). Sin embargo con

técnicas serolégicas es muy dificil discriminar entre B35 y
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B53; para distinguirlos hay que diferenciarlos a través de la
distincién del sistema dialélico Bw4/Bwé. Esta discriminacién
estaba realizada en el total de pacientes pero no en los

controles por lo que esta diferencia no no es del todo

fiable.



TABLA 31

RIESGO RELATIVO CONFERIDO POR MOLECULAS HLA A Y B EN
PACIENTES CON EB ESTRATIFICADOS POR SINTOMATOLOGIA

HLAI | CONTR(223 S.OCUL(42 RR
B51 |37 (16,6%) |19 (43,1%) 3,8 0.0005
B15 |1 (6,3%) 1 (2,38%) 0,4 >0,3
ILHLAT | CONTR(223 S.ART (38 RR
A24 |44 (19,7%) | 3 (7,89%) 0,3 0,056
BS1 |37 (16,6%) [12 (29,27%) 2,0 0.075
| B15 6 (6,3%) 6_(15,8%) 2,8 0,052 |
HLAI | CONTR(223) | S. SNC (14 RR
A29 |40 (18%) 0 0,3 0,0001
B51 |37 (16,6%) | 1 (7,14%) 0,3 0,705
BS3 1 (0,4%) 2 (14,3%) 36,9 0,009
| B15 14 (6,3%) | 3 (21,43%) 4,0 0,068
LHLAL | cONT(22) S.CUT (41 RR
A29 |40(18%) 3 (7%9) 0,3 0,041
BS1 |37(16,6%) 17 (38,64%) 3,1 0.001
B15 |14 (6,3%) 3 (7,32%) 1,1 >0,3
I HLAI | CONT (223 S.TRO (11 RR
B45 5 (2,2%) 2 (18,2%) 0,1 0,037
BS51 |37 (16,6%) | 2 (18,2%) 1,1 0.673
| B15 14 (6,3%) | 2 (18,2%) 3,3 0,168
HLAI | CONT(223 S.EPID (9 RR
B51 |37 (16,6%) | 3 (30%) 2,5 0.46
Bi5 |14 (6,3%) 0 0.7 >0,3
HLAI | CONT(223 S.DIG (8 RR
BS1 |37 (16,6%) | 4 (44.4%) 4,0 0.054
B15 |14 (6,3%) 0 0,8 >0,3
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B) MOLECULAS DE CLASE II

En 47 pacientes se estudié la frecuencia de DR y DQ. En
una fase inicial se emplearon técnicas seroldgicas. Poste-
riormente, este primer andlisis se sometidé a confirmacién
mediante técnica de oligotyping relativa a los respectivos
alelos codificantes (para DRB1 genérico y DQB1l) con lo que la
distribucibén de especificidades de clase II sufridé algunas
variaciones (especialmente en lo que se refiere a moléculas

codificadas por DQB1l).

Como para las de clase I, también se estimé el riesgo
relativo conferido por cada una de estas moléculas (global-
mente y para pacientes estratificados en funcién de la sinto-
matologia) con referencia a una serie control de 189 sujetos

sanos no relacionados.

a) Moléculas DR

La distribucién de las frecuencias antigénicas DR en la
serie total no diferia significativamente de 1la que se
observdé en la serie control (Tabla 32). Sin embargo, en la
serie ocular se observa asociacidén positiva con DRB1#*4 cuya
frecuencia es el doble de la observada en controles, y, en la

serie SNC, asociacién positiva con DRB1#*10 (Tabla 36).
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TABLA 32

RIESGO RELATIVO CONFERIDO POR ALELOS
DR GENERICO EN PACIENTES CON EB

| HLA II | CONTROL(189) | PACIENTES(47) | RR p l
m

DRB1*1 42 (22,2%) 7 (14,8%) 0,6 | 0,183
DRB1%2 46 (24,3%) 8 (17,0%) 0,6 | 0,114
DRB1*3 45 (23,8%) 10 (21,2%) 0,8 | 0,439
DRB1*4 43 (22,7%) 14 (29,8%) 1,4 | 0,343
DRB1*11 | 46 (24,3%) 15 (31,9%) 1,4 | 0,352
DRB1*12 5 (2,6%) 1 (2,1%) 0,8 | 0,657
DRB1*6 56 (29,6%) 13 (27,6%) 0,9 | 0,416
DRB1*7 49 (25,9%) 15 (31,9%) 1,3 | 0,464
DRB1*8 9 (4,8%) 3 (6,4%) 1,3 | 0,440
DRB1*9 3 (1,6%) 0 (0%) 0,5 ] 0,565
DRB1*10 7 (3,7%) 2 (4,2%) 1,5 | 0,565

b) Alelos de DQB1

La distribucién de las frecuencias de los alelos DQB1
fue también muy similar entre controles y pacientes de 1la
serie total, salvo para DQB1*0303 que se asociaba positi-
vamente aunque no llega a alcanzarse el limite preestablecido
de significacidén estadistica (p=0,084; RR=2,9) y DQB1*0503
que se asociaba negativamente en el limite de la significa-

cidén estadistica (p= 0,051 y RR= 0,13) (Tabla 33).



TABLA 33

RIESGO CONFERIDO POR ALELOS DQB1
EN PACIENTES CON EB
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HLA II CONTROL (189) | PACIENT. (47) | R.R. p |
DQB1*0501 |52 (27,5%) 11 (23,4%) 0,8 0,356
DQB1%0502 9 (4,8%) 1 (2,1%) 0,4]0,691
DQB1#0503 | 13 (6,8%) 0 (0%) 0,1]0,051%
DQB1*0601 4 (2,1%) 2 (4,3%) 2,0] 0,343
DQB1%#0602 |31 (16,4%) 6 (12,7%) 0,7 0,359
DQB1%0603 |26 (13,6%) 6 (12,7%) 0,9| 0,538
DOB1%#0604 | 18 (9,5%) 2 (4,2%) 0,4] 0,197
DQB1%0201 | 83 (43,9%) 24 (51,06%) 1,3 0,415
DOB1*0301 | 57 (30,1%) 20 (42,5%) 1,7|0,119
DQB1*0302 | 26 (13,8%) 5 (10,6%) 0,7] 0,386
DQB1*0303 9 (4,8%) 6 (12,7%) 2,9 | 0,086%
DQB1*0401 0 (0%) 0 (0%)

DQB1%0402 | 11 (5,8%) 3 (6,4%) 1,1 0,554

Cuando se considerd conjuntamente la suma de los alelos
que codifican moléculas DQ se obtuvieron resultados importan-
tes: DQ5 (DQB1*0501+DQB1*0502+DQB1*0503) se asocid negativa-
mente a EB,

aunque también en el limite de significacién

estadistica (Tabla 34).
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TABLA 34

RIESGO CONFERIDO POR SUMA DE ALELOS DQB1l
EN PACIENTES CON EB

| HLA II CONTROL(189) PACIENT. (47) RR p

DQB1*0501

DQB1*0502 72 (38,1%) 12 (25,5%) 0,5 | 0,057%
DQB1*0503

DQB1*0601

DQB1*0602
DOB1#*0603 74 (39,5%) 16 (34,04%) 0,8 | 0,319

DQB1*0604

DQB1#0201 83 (43,9%) 24 (51,06%) 1,3 | 0,623
DQB1*0301

DQB1*0302 85 (44,9%) 27 (57,4%) 1,6 {0,157
DQB1*0303

DOB1*0401
DQB1*0402

11 (5,8%) 3 (6,4%) 1,1 | 0,554

En la estratificacién por grupos sintomaticos se
observd:

- En el grupo de pacientes con uveitis refractaria
(Tabla 35) asociacién positiva con DQB1*0303 (RR=6,1) con
clara significacién estadistica (p=0,014). Esta asociacién no
se detectd en el total de pacientes con uveitis, por tanto,
este alelo se comporta como un marcador epecifico de uveitis
de mala evolucidn. Tabién se comprobd asociacién positiva con
DQB1*0601 (RR=6,1), aunque sin alcanzar siginifcacién

estadistica (p=0,079).
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- En los pacientes con patologia cutédnea (Tabla 36) se
comprobd asociacién positiva con DQB1*0301 y negativa con la

suma de los alelos que codifican para DQ5.

- En los pacientes con patologia articular (Tabla 36)
asocidén negativa con la suma de alelos que codifican para DQ5

(aunque en el limite de significacién).

TABLA 35

RIESGO RELATIVO CONFERIDO POR DQB1 EN PACIENTES
CON EB Y UVEITIS REFRACTARIA

l HLA II CONTROL (189) | UV REF(17) RR p *
DQB1%0501 52 (27,5%) 4 (23,5%) 0,8 | 0,945
DQB1*0502 9 (4,8%) 0 (0%) 0,5| 0,453
DQB1*0503 13 (6,8%) 0 (0%) 0,3|0,315
DQB1*0601 4 (2,1%) 2 (11,7%) 6,1 0,079
DQB1%0602 31 (16,4%) 3 (17,6%) 1,0 0,557
DQB1%0603 26 (13,6%) 0 (0%) 0,1 0,091
DQB1*0604 18 (9,57%) 0 (0%) 0,210,180
DQB1%0201 83 (43,9%) 7(41,1%) 0,9 0,518
DOB1%0301 57 (30,1%) 8 (47,0%) 2,010,157
DQB1%0302 26 (13,8%) 2 (11,7%) 0,8|0,585
DQB1%0303 9 (4,8%) 4 (23,5%) 6,1 0,014%
DQB1%0401 0 (0%) 0 (0%)

DQB1%0402 11 (5,8%) 1 (5,8%) 1,0 0,655
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TABLA 36

"RIESGO RELATIVO CONFERIDO POR ALELOS DR O DQ EN PACIENTES
ESTRATIFICADOS POR SINTOMATOLOGIA

HLA IT CONTROL (189) S. OCUL(32) RR p
|DRB1*4 | 43 (22,7%) | 12 (37,5%) I 2,3 |0,083 |
HLA II CONTROL (189) S. CUT (29) RR p

DQB1#0301 57 (30,1%) 14 (48,2%)
DQB1%0501
DOB1*0502 72 (38,1%) 5 (17,24%)
DQB1*0503
| HLA II CONTROL (189) S. ARTIC(26) | RR p

DQB1*0501

DQB1*0502 72 (38,1%) 5 (19,23%)
DQB1%0503
HLA II CONTROL (189) S. SNC (7) RR p

lDRBl*lO | 7 (3,7%) | 2 (28,5%) | 10 l 0,035 l
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Ademas se compararon las frecuencias alélicas de DRB1 y
DQOB1 entre los 19 pacientes B51+ y 31 controles B51+. En
pacientes B51+ la frecuencia de DR11l era mayor aungue no de
forma significativa (tabla 37). DQB1*0301 estaba significati-
vamente aumentado (tabla 38) y la suma de alelos que codifi-
can para DQ5 disminuidos en el limite de la significacién

estadistica (tabla 39).

TABLA 37

FRECUENCIA DE ALELOS DRB1 (GENERICO) EN PACIENTES
CON EB B51+ Y CONTROLES B51+

l HLA II | CONTROL(31) | PACIENTES(19) | RR p
DRB1*1 10 (32,2%) 2 (10,5%) 0,2 | 0,100
DRB1#*2 11 (35,5%) 3 (15,8%) 0,3 | 0,197
DRB1%*3 4 (12,9%) 3 (15,8%) 1,2 | 0,543
DRB1*4 9 (29,0%) 7 (36,8%) 1,4 | 0,756
DRB1#11 9 (29,0%) 10 (52,6%) 2,7 0,135
DRB1*12 1 (3,2%) 1 (5,2%) 1,6 | 0,620
DRB1*6 17 (54,8%) 6 (31,5%) 0,3 | 0,148
DRB1*7 8 (25,8%) 4 (21,0%) 0,7 | 0,490
DRB1*8 0 (0%) 1 (5,2%) 5,1]0,392
DRB1*9 1 (3,2%) 0 (0%) 0,5 | 0,620
DRB1%10 0 (0%) 0 (0%)




FRECUENCIA DE ALELOS DE DQB1 EN PACIENTES
CON EB B51+ Y CONTROLES B51+

TABLA 38
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I HLA II CONTROL(31) | PACIENT. (19) | R.R. p l
DQB1*0501 7 (22,5%) 3 (15,8%) 0,6 0,722
DQB1%*0502 4 (12,9%) 0 (0,%) 1,2 | 0,137
DQB1*0503 3 (9,6%) 0 (0%) 0,2]0,229
DQB1*0601 5 (16,1%) 0 (0%) 0,1{ 0,080
DQB1*0602 3 (9,6%) 3 (15,8%) 1,7] 0,661
DQB1*0603 5 (16,1%) 4 (21,0%) 1,3|0,715
DQB1*0604 4 (12,9%) 1 (5,2%) 0,3 0,362
DQB1*0201 | 10 (32,2%) 6 (31,5%) 0,910,793
DOB1*0301 |11 (35,5%) 14 (73,6%) 5,0| 0,011%
DQB1*0302 8 (25,8%) 2 (10,5%) 0,3] 0,282
DQB1%0303 1 (3,2%) 2 (10,5%) 3,5 0,549
DQB1*0401 0 (0%) 0 (0%)

DQB1%0402 0 (0%) 0 (0%)




TABLA 39

FRECUENCIA DE LA SUMA DE ALELOS DE DQB1 EN PACIENTES

CON EB B51+ Y CONTROLES B51+
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l HLA II CONTROL(31) | PACIENT.(19) | R.R. p |
m
DQB1*0501
DQB1*0502 14 (45,1%) 3 (15,8%) 0,2 0,063%
DQB1*0503
DQB1*0601
DQB1*0602
DOB1#*0603 17 (54,8%) 8 (42,1%) 0,6|0,767
DQB1*0604
DQB1*0201 10 (32,2%) 6 (31,5%) 0,910,767
DQB1*0301
DQB1*0302 20 (64,5%) 14 (73,7%) 1,510,549
DQB1*0303
DQB1*0401
0 (0%) 0 (0%)
DQB1*0402

Al analizar la frecuencia de los alelos HLA-II en las

distintas muestras de pacientes y controles con y sin B51 se

compureba (tabla 40):

- DR1l1 tiene una distribucién similar entre total de

pacientes y controles. Sin embargo existe una clara tendencia

a la asociacidén positiva entre B51 y DR11, tanto en el grupo

de pacientes como en el de controles,

significacién estadistica en el grupo de pacientes.

llegando a alcanzar
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- DQB1*301 tambien tiene un distribucién similar en
ambos grupos, de pacientes y de controles; y también tiende
a asociarse a B51, igualmente de forma claramente significa-

tiva en la poblacién de pacientes.

- DRB1*0201, tiene una frecuencia similar entre pa-
cientes y controles, y tiende a asociarse negativamente a
B51. Esta distribucidén anémala es semejante, no obstante, en

las dos muestras (pacientes y controles).
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TABLA 40

FRECUENCIA DE ALELOS HLA-II EN PACIENTES
Y CONTROLES B51+ Y B51-

| HLA II ~ CONTROLES PACIENTES RR p

] TOTAL (189) TOTAL (47)

DRB1*11 46 (24,3%) 15 (31,9%) 1,4 | 0,352
DQB1%0201 83 (43,9%) 24 (51,0%) 1,3 | 0,415
DQB1*0301 57 (30,1%) 20 (42,5%) 1,7 | 0,119

HLA II PACIENTES PACIENTES RR p

, B51- (28) B51+ (19) x

DRB1*11 5 (17,8%) 10 (52,6%) 5,1 | 0,024
DQB1*0201 18 (64,8%) 6 (31,5%) 0,2 | 0,039
DQB1*0301 6 (21,4%) 14 (73,6%) 10 | 0,001

HLA II CONTROLES PACIENTES RR p

' B51+ (31) B51+ (19)

DRB1*11 8 (25,8%) 10 (52,6%) 3,1 | 0,073
DQB1*0201 10 (35,5%) 6 (31,5%) 0,9 | 0,793
DQB1*0301 11 (35,5%) 14 (73,6%) 5,0 | 0,011

HLA II CONTROLES PACIENTES RR p

TOTAL (189) B51+ (19)

DRB1*11 46 (24,3%) 10 (52,6%) , 0,013
DQB1*0201 83 (43,9%) 6 (31,5%) | 0,6 | 0,340
DQB1*0301 57 (30,1%) 14 (73,6%) | 6,5 | 0,0001

HLA II CONTROLES PACIENTES RR P

TOTAL (189) B51- (28)

I ]
DRB1*11 46 (24,3%) 5 (17,8%) 0,6 | 0,312

DQB1*0201

83 (43,9%)

18 (64,2%)

0,066

DOB1*0301

57 (30,1%)

6 (21,4%)

0,468

- La suma de aleos que codifican DQ5 se asocia negati-

vamente a B51 exclusivamente en pacientes aunque en el

limite de la significacidén estadistica (tabla 41).




FRECUENCIA DE LA SUMA DE ALELOS DE DQB1

TABLA 41

QUE CODIFICAN DQ5 EN PACIENTES
Y CONTROLES B51- Y B51+
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HLA II CONTROLES PACIENTES RR p
TOTALES (189) | TOTALES (47)
DQ5 72 (38,1%) 12 (25,5%) 0,5 | 0,057
HLA II PACIENTES PACIENTES RR p
B51- (28) BS1+ (19)
DQ5 9 (32,1%) 3 (15,8%) 0,4 | 0,024
HLA II CONTROLES PACIENTES RR P
B51+ (31) B51+ (19) :
DQ5 14 (41,1%) 3 (15,8%) 0,2 | 0,063
HLA II CONTROLES PACIENTES RR p
TOTALES (189) B51+ (19)
DQ5 72 (38,1%) 3 (15,8%) 0,3 | 0,077
HLA II CONTROLES PACIENTES RR P
TOTALES (189) B51- (28)
DQ5 72 (38,1%) 9 (32,1%) 0,7 | 0,676

Finalmente se compararon las frecuencias de los haplo-

tipos DR-DQ entre pacientes (considerados globalmente y

estratificados por grupos sintomdticos) y controles. Solo

se encontraron diferencias significativas con respecto al

haplotipo DRB1*6-DQB1*0501, que fué mas frecuente en el

total de pacientes, sobre todo, en los grupos de uveitis y

uveitis refractaria que en controles (tabla 42).



TABLA 42
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FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS DRB1*6-QB1*0501 EN EL

GRUPO TOTAL DE PACIENTES,

EN EL. GRUPO DE UVEITIS

Y DE UVEITIS REFRACTARIA CON EB FRENTE A CONTROLES

CONTROLES PACIENTES p
DRB1*6 56 13
0,003
DRB1*6-DQB1*0501 1 (1,79%) 4 (30,77%)

_———————— |
e

CONTROLES S.OCULAR p
DRB1%*6 56 8
0,005
DRB1*6-DQB1*0501 1 (1,79%) 3 (37,5%)
CONTROLES UV.REFR p
DRB1%*6 56 2
0,002
DRB1#*6-DQB1*0501 1 (1,79%) 2 (100%)
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5.- DISCUSION

La prevalencia de EB resultd, en nuestro estudio, mayor
de lo esperado: 9 pacientes por 100.000. En Espafia hay otros
dos estudios de prevalencia que obtienen unos resultados méas
bajas (5,6/100.000 habitantes en Galicia (108) y 2/100.000 en
las Islas Canarias (109)). Estos resultados son semejantes a
los que se refieren a zonas de alta incidencia de EB, como
Japén. En la relacidén vardén mujer (V/M) hay un 1ligero
predominio de varones (relacidén V/M= 1,2/1) y estéd proxima a
la descrita por Ohsima (123) (1,7/1), es mucho mas baja que
la comunicada en la mayoria de las series publicada en
nuestro pais (108, 124, 125, 126) salvo la de Bernardo Mateo
(127); e intermedia entre las m&s alta descritas por Curth en
Israel (4,6/1(17) y las mas bajas, en las que se invierte
esta relacidén, con predominio de mujeres (0,4/1 y 0,7/1),
descritas por Chamberlain (104) y O'Duffy (128) en Inglaterra
Y EEUU respectivamente. La edad de inicio de la enfermedad,
28 afios, es también mas precoz que la descrita en series
espafnolas (108, 124, 126) salvo la de Rodriguez Illera (125)
y similar a la de Oshima (123) y mas baja que la existente en

paises anglosajones (104, 128).

Para la seleccidén de enfermos no hemos utilizado
exclusivamente los criterios recientemente establecidos por

el Comité Internacional para el estudio de la Enfermedad de
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Behget (9) que, segn sus autores, aportan una mayor sensibi-
lidad y especificidad que los sistemas de criterios previa-
mente establecidos. Como ya hemos mencionado, consideran como
elementos diagnésticos la presencia simultanea de mas de dos
de las manifestaciones clasicas (aftas orales, aftas genita-
les, afeccidbn ocular y lesiones cutaneas) afiadiendo el
fendmeno patérgico como otro elemento del mismo valor
diagnéstico que las anteriores. Cualquiera de las manifesta-
ciones clinicas mencionadas estid presente en la muestra
objeto de estudio en mis del 50% de los casos mientras que el
fenémeno patérgicono se encontrd en ninguno de los pacientes
en los que se investigdé. En un estudio controlado previo
realizamos una valoracidén macroscdpica y microscdpica del
fenémeno patérgico (7) en el que no se observaron reacciones
cuténeas valorables ni se apreciaron diferencias anatomopato-
légicas en la respuesta de pacientes y controles. No
cuestionamos que este fendémeno sea altamente especifico pero,

evidentemente, en los pacientes con EB de nuestro entorno, no

es una prueba sensible.

Sesenta y nueve de los 71 pacientes correspondian a la
forma completa seglin los criterios de O'Duffy Goldstein (11).
De los dos restantes (formas incompletas), uno cumplia ademéas
los criterios del Comité Japones (9) de forma incompleta (en
algunas series publicadas por Ohno, hasta el 42 % de los

pacientes son formas incompletas segin este sistema de crite-
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rios (32)). El segundo paciente con forma incompleta presen-
taba aftas orales, uveitis, afeccidén del SNC, tromboflebitis
y afeccién digestiva; se habia descartado cualquier otra
patologia que pudiera justificar esta sintomatologia. Solo
seis pacientes cumplian los criterios de O'Duffy de forma
exclusiva; el resto cumplia, simultidneamente dos o mas de los

sistemas de criterios utilizados para el diagnéstico.

Tanto la frecuencia de las manifestaciones clinicas como
los sintomas mas frecuente al inicio de la enfermedad son muy

similares a lo que hay descrito en la literatura.

De los datos analiticos analizados hay 2 que llaman la

atencién:

- Una alta frecuencia de test tuberculinico (25 %),
mucho mayor que la que se describe en la poblacién general
espafiola y que oscila entre un 3 y un 6 % para mayores de 14
anos (129). Solo en 2 pacientes se documentd una tuberculosis
activa. Hemos desarrollado un estudio, con control histolégi-
co, (adn sin concluir) encaminado a dilucidar si esta
reaccidén es, realmente, un equivalente inespecifico de la

reaccidén patérgica.

- Una mayor frecuencia de titulos altos de anticuerpos

frente al virus del herpes simple tipo 1 comparados con con-
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troles sanos (no se trata de un fendémeno inespecifico, ya que
estas diferencias no ocurren en relacidén con otros virus
comunes, como CMV). Ya hemos mencionado la probable implica-
cién de este virus en la patogenia de la enfermedad y este

dato es uno mas de los que sustentan esta hipdtesis (26).

De los resultados obtenidos en lo que respecta a asocia-
cién con alelos (o sus productos) del CMH, para clase I, solo
B51 estd claramente relacionado con 1la enfermedad. La
frecuencia antigénica de B51 en nuestro medio (16%) es
intermedia entre la que se describe en paises de alta y baja
incidencia de la EB como Japdn (20) (30%) y los de paises
anglosajones (105) (10%) respectivamente. Como se ha compro-
bado en estudios previos B51 se correlaciona més estrecha-
mente con patologia ocular (130). Hasta ahora, B51 solo se
habia correlacionado con una edad de inicio mas precoz (131)
de la enfermedad pero no con la severidad de la patologia
ocular ni con otras manifestaciones de la enfermedad. Los
datos clinicos y epidemiolégicos de los pacientes B51 de
nuestra serie muestran unas caracteristicas bien definidas.
B51 se comporta como un marcador de uveitis (tanto de formas
graves como leves) en varones jévenes, pero no en mujeres, y
no tiene ninguna relacién con las uveitis de mala evolucidn
en mujeres. La ausencia de correlacién entre B51 y patologia
ocular en la mujer ya estaba descrita en la literatura (102).

La uveitis, en los pacientes B51, no es necesariamente més
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grave, pero si mas frecuente y de aparicidén mas precoz. Por
tanto, B51, no solo es un marcador para un mayor riesgo de
enfermedad de Behget: se comporta ademds, muy especialmente,
como indicador de un mayor riesgo de uveitis en pacientes

varones jdvenes.

Cuando se analiza la correlacidn de B51 con otras mani-
festaciones de la EB (tabla 24) se comprueba que no se asocia
con manifestaciones articulares, neurolégicas, trombéticas ni
con epididimitis. Por otro 1lado, al estratificar segin
categorias sindrémicas la presencia de B51 se correlaciona
con la presencia concomitante de patologia ocular. A 1la
inversa, en los pacientes B51 positivos (sobre todo varones)
en los que es muy comin la afeccién ocular, las manifesta-
ciones neuroldégicas son significativamente infrecuentes
(tabla 30). En pacientes japoneses, Mishima (132) comunica un
8 % de afeccidén neurolégica, e Inaba (133) refiere la falta
de asociacién clinica entre patologia ocular y neurolégica en
sus pacientes. En los paises donde la correlacién entre EB y
B51 es menor, como Estados Unidos, Goldstein refiere una
frecuencia de patologia neuroldégica mayor (42%), una edad de

comienzo alta y un mayor predominio de mujeres (41).

No hay ninguna otra molécula HLA-I tan claramente vincu-
lada a la enfermedad. Los datos existentes en la literatura,

con respectos a moléculas HLA-I distintas de B51, son muy
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dispersos y ninguno de ellos alcanza una significacidén esta-
distica tan llamativa. Mizuki (101) comunica una frecuencia
significativamente mayor de A26 y menor de All, A33, B7 y
B35, y, en presencia de uveitis refractaria (134) aumento
significativo de A26 y de A31 y disminucién casi significati-
va de B62 (subtipo de B15) en pacientes japoneses. Chung
(102) encuentra un descenso significativo de B16 (sus
subtipos son B38 y B39) mientras que Bl5 es casi significati-
vamente mas frecuente. En la muestra objeto de este estudio
no se encuentra ninguna diferencia entre las frecuencias de
las distintas moléculas HLA-I A y B distinta de B51. Sin
embargo, al estratificar a los pacientes seglin patologia
especifica, si hay diferencias: correlacién negativa de A29
con formas cutaneas y neuroldégicas y de A24 con la articular.
B15 era casi significativamente mas frecuente en las formas
articulares y neuroldégicas mientras que no se asociaba
especialmente con en el resto de las series; concretamente en
la serie ocular B15 era menos frecuente que en la serie
control aunque sin ninguna significacién estadistica y, sobre
todo, menos frecuente que en la series neurolbégica y articu-
lar, con diferencias claramente significativa (p=0,044 Yy
p=0,049 respectivamente). Mizuki (101) encuentra una mayor
frecuencia de B15 en pacientes B51 negativos que en B51
positivos. Estos datos sugieren que las formas articulares y
neurolégicas pueden tener marcadores HLA-I propios, distintos

de B51, que confieren unas caracteristicas peculiares y que
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justifican el diferente comportamiento clinico y epide-

miolégico diferente de la enfermedad.

Los datos recogidos en la literatura, con respecto a
moléculas de clase II, son muy diferentes. No solo segin la
muestra que se estudie sino también en funcién de la metodo-
logia que se emplee (serologia o tipificacién molecular). Con
los estudios realizados con técnica seroldgica hay autores
que no encuentran ningin asociacidén significativa (102).
Balboni (114), por el contrario, detecta una mayor frecuencia
de DRS y DR8; Hamza (116) disminucién de DR6, asociacién
positiva de las formas oculares con DR2 y de las formas no
oculares con DR4 y DR7; Hamza (116) y Balboni (114) detectan
una mayor frecuencia de DQ3, y Mizuki (101) y Hamza (116) una
menor frecuencia de DQl. En uveitis refractaria, Matsuki
(134) detecta una menor frecuencia de DR2 y DQl y una mayor

frecuencia de DR9 y DQ3.

En conjunto, y resumiendo, las tendencias mas constantes
gue encontramos en la revisién de la literatura, cuando se
emplean técnicas seroldgicas, indican las siguientes asocia-
ciones para clase II: positiva (series totales y oculares)

con DQ3 y negativas con DQ1.

En el presente estudio no hemos encontrado diferencias

significativas, con técnica serolégica entre las frecuencias
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de DR y DQ entre pacientes y poblacién control. Cuando 1la
muestra era mas reducida si detectamos una menor frecuencia
de DQ1 que no se confirmé al aumentar el namero de casos

(135).

Al estudiar las frecuencias de los distintos alelos que
codifican para locus DR y DQ Mizuki (101) (técnica de PCR-
RFLP) detecta un aumento de la frecuencia de DRB1*0802 Yy

DQB1*0303 y disminucidén de DRB1*0502, DQB1*0501 y DQB1*0601.

Los resultados del presente estudio, con técnica de
secuencia especifica de oligonucledtidos, no encuentran aso-
ciaciones con respecto a moléculas DRB1 genérico. El subgrupo
de pacientes con afeccidén ocular asociaba frecuencias algo
mas altas de DRB1*4 gue la serie control sin alcanzar el
limite de significacidén estadistica; tan solo en la serie
neurolégica se comprobd una frecuencia significativamente

aumentada de DRB1*10.

En cuanto a los alelos de DQ, la frecuencia de DQB1*0503
estaba disminuida en pacientes, con respecto a controles, en
el limite de la significacién estadistica. Por el contrario,
la de DQB1*0303 era algo mads alta en los pacientes, aunque
también en el limite de significacién estadistica. Sin embar-
go DéBl*0303 estaba significamente aumentada en pacientes con

uveitis refractaria (no en 1los que simplemente tenian
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afeccién ocular). Por tanto este alelo se comporta como un

marcador mas especifico de uveitis grave que B51.

DQ1 comprende 2 subtipos: DQ5 y DQ6. Con técnica de oli-
gotipaje DQ5 tiene 3 alelos distintos (0501, 0502, 0503) y
DQ6 4 (0601, 0602, 0603, 0604). Cuando analizamos por
separado la suma de las frecuencias de los distintos alelos
que codifican para moléculas DQ comprobamos que las suma de
los alelos de DQ5 estaba disminuida de forma casi signifi-
cativa en los pacientes con EB y no se encontrd ninguna
diferencia para DQ6. De esta forma se puede interpretar que
la disminucién de 1la frecuencia de DQ1, descrita en 1la
literatura, esté probablemente ligada a la disminucién de su

subtipo DQ5.

Ademas hemos detectado que las frecuencias de 1los
diferentes aleleos de DR y de DQ es distinta en pacientes y
controles B51+ y B51-. Tanto DR11 como DQB1*0301, que
presentan entre si desequilibrio de enlace, se asocian a B51
tanto en controles como en pacientes pero de forma més
significativa en pacientes. Este dato concuerda con el
hallazgo de Balboni (114) que detecta el haplotipo B51-DR5-
DQ3 mas estrechamente ligado a la EB que otros haplotipos DR-
DQ-B51 (DR11 es un subtipo de DR5). Por el contrario, DQ5 se
asocia negativamente a B51 en pacientes, pero no en contro-

les. Podemos suponer que, dado el posible caracter poligénico
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determinante de esta enfermedad, ciertos genes pueden actuar
como factores inductores o represores secundarios con

respecto a otros genes "mas potentes".

Este razonamiento nos ha conducido a estudiar 1la
importancia que puede tener la presencia de haplotipos
(alelos asociados por fuertes desequilibrios) en la induccién
de la EB. Hemos encontrado que el haplotipo DRB1*6-DQB1*0501,
que es excepcional en la mayoria de las etnias estudiadas
(136), es muy infrecuente en la poblacién control y signifi-
cativamente mas frecuente en paciente con EB, y epecialmente

en los que sufren patologia ocular.

Para Mizuki (101), ninguna de las moléculas HLA-I y HLA-
II (DRB1, DQB1, DQAl y DPBl1l) ni el estudio de los alelos
conocidos que codifican para TNF8 tienen una correlacidén tan
significativa como B51 con la enfermedad de Behget. El
postula que debid existir una haplotipo ancestral comiin; que
el elemento patogénico debe estar en el alelo de B51 o en una
Zzona muy proxima a él en ese haplotipo inicial, y que 1las
diferencias encontradas con respecto a moléculas de clase II
podrian explicarse por un distinto desequilibrio de asocia-
cién con B51. Sin embargo, Goldstein no encuentra correlacidn
entre B51 y enfermedad de Behget en los Estados Unidos (105)
Y, como ya hemos mencionado, las caracteristicas epidemiold-

gicas y clinicas varian en los paises donde la incidencia de
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la enfermedad y de B51 es mas alta con respecto a los paises
donde B51 y la incidencia de la enfermedad es mads baja. Las
objeciones que suponen las investigaciones de Goldstein a la
teoria de Mizuki podrian solventarse suponiendo que la
relacién determinante de la EB se establece con un gen
distinto, pero muy relacionado, de B51 (como afirma Mizuki),
ausente en determinadas poblaciones, o bien admitiendo que,
junto a factores genéticos inductores (de los que el paradig-
ma seria B51) habria que considear factores, genéticos,
protectores. Algunos de estos factores (DQ5, DRB1*1502)
tienen un distinto grado de asociacidén en los distintos
trabajos (incluido el nuestro). Esto no es dificil de admitir
si consideramos que el desarrollo de la enfermedad depende,
en Gltimo término, de la suma algebrica de las influencias
positivas o negativas de numerosos genes, unos mas "potentes"

que otros, actuando en infinitas combinaciones.

Por otro lado, y dada la distinta asociacién de B51 con
las diversas manifestaciones clinicas de 1la enfermedad
podrian existir otras moléculas, otros genes, gque también
estuvieran implicados en la patogenia de la enfermedad y que
se comportaran como marcadores de las demds manifestaciones

clinicas.

Este estudio termina aqui. Pero no nuestro trabajo.

Seguimos y seguiremos investigando en este campo; porque
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tenemos ya la perspectiva suficiente para comprender que el
estudio de la relacidén entre HLA y enfermedad (Behget o cual-
guier otra) es una espiral continua en la que cada vuelta
conquistada abre una nueva incégnita; aunque nos acerque, un
paso mas, al conocimiento de las leyes que rigen la las cone-

xiones entre enfermedad y genética.
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6 .- CONCLUSIONES

I.- MOLECULAS DE CLASE I

A.- MOLECULAS HLA-A:
1) Ninguna de las moléculas tenia una distribucién
significativamente diferente entre controles y el total

de pacientes con EB.

2) Existe una asociacién negativa entre A29 y la presen-
cia de manifestaciones cutédneas y neuroldgicas y de A24

con la de manifestaciones articulares.

B.- MOLECULAS HLA-B:

3) La frecuencia de B51 esta significativamente aumenta-
da en pacientes con EB con patologia ocular, cutanea,
trombética o digestiva, y es menor que en la poblacidn
control (aunque sin alcanzar significacién estadistica)

en paciente con sintomatologia neurolégica.

4) La asociacién con B51, es mucho mayor en pacientes
con afeccidén ocular y méxima en varones con uveitis

refractaria.

5) En los pacientes varones con B51+ la edad de comienzo

de la enfermedad es mas precoz, la afeccidén ocular més
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frecuente y tambien mas precoz,y las neuroldgicas méas

raras.

6) La distribucidén de B15 es inversa (con significacién
estadistica) a la de B51: mas frecuente en los subgrupos
con afeccidén articular y de SNC y méds rara en la serie

ocular.

7) B45 aparece con frecuencia mayor de lo esperado en

las series trombética y neurolégica.

IT.- MOLECULAS DE CLASE II:

8) Hay asociacién negativa "casi" significativa de
DQB1*0501 con los pacientes con EB, y positva, tambien

"casi" significativa de DQB1*0303 .

9) Se aprecia asociacién positiva de DRB1*4 con manifes-
taciones oculares y de DRB1*10 con manifestaciones

neuroldgicas.

10) El conjunto de alelos que codifican para moléculas
DQ5 (DQB1*0501+DQB1*0502+DQB1*0503) se asocia negativa-
mente al conjunto de pacientes con EB, especialmente a

los que presentan sintomatologia cutéanea.
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11) DQB1*0303 se asocia positivamente con el subgrupo de

pacientes con uveitis refractaria.

12) DQB1*0301 se asocian positivamente al grupo de

pacientes con manifestaciones cuténeas.

13) Encontramos que hay asociacién positiva con los
alelos DRB1*11 y DQB1*0301 y negativa con DQ5, en los

pacientes B51+.

14) El1 haplotipo DRB1*6-DQB1*0501, excepcional en la
poblacidén control y es significativamente mas frecuente
en los pacientes, especialmente en los dque presentan

afeccidn ocular.
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7 .- RESUMEN

La enfermedad de Behget (EB), descrita por Hulusi
Behget, en 1937, en 2 pacientes que presentaban ulceraciones
orales y genitales e iritis con hipopion, es una enfermedad
de etiologia desconocida en la que los estudios epidemiolégi-
cos hacen sospechar que existen factores geograficos,

ambientales y genéticos que la condicionan.

El diagndéstico de EB se apoya exclusivamente en datos
clinicos ya que no existe ningin marcador clinico, biolégico
ni histolégico de la enfermedad y, hasta ahora, no hay unidad
de criterios diagnésticos ya que la eficacia de los distintos

sistemas varia de un pais a otro.

Casi 60 afios después de la descripcién inicial de 1la
enfermedad de Behget (EB), sigue existiendo una importante
inseguridad diagnéstica, lo que conlleva una dificil estima-

cidn de su verdadera incidencia y de su epidemiologia.

Desde los estudios de Ohno en 1972, se conoce la mayor
frecuencia de HLA-B5 (subtipo B51) en los pacientes con EB,
sobre todo en los paises donde la frecuencia de este alelo es
alta en la poblacién general, y se investiga su papel como
marcador de la enfermedad y como elemento diagnéstico y pro-

néstico en los pacientes.
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Por otro lado existen claras diferencias en la distribu-
cidén geogréafica dicha asociacién y, asi mismo, se estan estu-
diando otras moléculas del sistema HLA en la EB para intentar

profundizar en sus relaciones genético-clinicas.

En los Gltimos afios se han desarrollado varias técnicas
para la tipificacién HLA a nivel molecular mediante tipifica—
cidén HLA-ADN: determinacidén de la variacién en la longitud de
los fragmentos de restriccién (RFLP) y métodos basados en la
amplificacién, mediante la reaccidn en cadena de la polime-
rasa (PCR), de segmentos que codifican las porciones més
polimérficas de las moléculas, con oligonucleétidos especifi-
cos se secuencia. Es esta Gltima técnica, dado su avanzado
poder discriminante para el andlisis molecular, la que hemos
empleado, en el estudio de moléculas de clase II, como

complemento de métodos serolégicos cléasicos.

La justificacién de este trabajo es el estudio sistema-
tico del sistema HLA en un grupo de 71 pacientes con EB,
procedentes de una zona geografica concreta (Andalucia) con

los siguientes objetivos:

1.- Analizar la asociacidén de las moléculas de clase I
Y II con la EB en nuestro entorno, empleando, junto a métodos
seroldégicos (moléculas clase I y II), técnicas de estudio de

ADN mediante PCR-SSO.
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2.- Estudiar las posibles correlaciones entre las

distintas moléculas HLA y la sintomatologia clinica.

3.- Valorar el papel de las moléculas HLA como elementos

diagnésticos y/o prondésticos en la EB.

Las conclusiones mas importantes que se han obtenido son

las siguientes:

Ninguna de las moléculas HLA-A tenia una distribucién
significativamente diferente entre controles y el total de
pacientes con EB. No obstante, existe una asociacién negativa
entre A29 y la presencia de manifestaciones cuténeas y neuro-

légicas y de A24 con la de manifestaciones articulares.

En cuanto a HLA-B, la frecuencia de B51 esté significa-
tivamente aumentada en pacientes con EB con patologia ocular,
cutanea o digestiva, y es menor que en la poblacidn control
(aunque sin alcanzar significacidén estadistica) en paciente

con sintomatologia neurolégica.

La asociacién con B51, es mucho mayor en pacientes con
afeccidén ocular y mdxima en varones con uveitis refractaria
Y, en los pacientes varones con B51+, la edad de comienzo de

la enfermedad es mas precoz, la afeccién ocular més fre-
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cuente, y también més precoz, y las manifestaciones neurolé-

gicas son mas raras.

La distribucién de B15 es inversa (con significacién
estadistica) a la de B51: mas frecuente en los subgrupos con
afeccidén articular y de SNC y mds rara en la serie ocular y
B45 aparece con frecuencia mayor de lo esperado en las series

trombdética y neurolédgica.

Para moléculas de clase II hay asociacidén negativa de
DQB1*0501 y positiva de DQB1*0303 con los pacientes con EB

(ambas asociaciones de forma "casi" significativa).

Se aprecia asociacidén positiva de DRB1*4, muy cercana a
la significacién estadistica, con manifestaciones oculares,

y de DRB1*10 con manifestaciones neurolégicas.

El conjunto de alelos que codifican para moléculas DQ5
(DQB1*0501+DQB1*0502+DQB1*0503) se asocia negativamente al
conjunto de pacientes con EB, especialmente a los que presen-

tan sintomatologia cuténea.

DQB1*0303 se asociacia positivamente con el subgrupo de
pacientes con uveitis refractaria, por 1lo gque podemos
considerarlo como un indicador de gravedad y, por Gltimo, las

manifestaciones cutédneas se asocian positivamente a DQB1#*0301
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y negativamente con el conjunto de los alelos que codifican

para DQ5.

En los pacientes con EB hay asociacidén positiva de BS51

con DRB1*11 y DQB1*0301 y negativa con DQ5.

El haplotipo DRB1*6-DQB1*0501, excepcional en la pobla-
cidén control y es significativamente mds frecuente en los
pacientes, especialmente en 1los que presentan afeccidn

ocular.
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