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RESUMEN



El sindrome de Behget (SB) es una enfermedad sistémica que se caracteriza por
la presencia de aftas orales y/o genitales de repeticion, afectacion cutanea, articular,
ocular, vascular, neurolégica y digestiva. Se considera, segln la clasificacion de Chapel
Hill, una vasculitis de vaso variable. Los sintomas suelen aparecer en la tercera o cuarta
década de la vida. Su etiopatogenia sigue siendo desconocida, careciendo de un dato de
laboratorio o histolégico patognomodnico. La principal causa de mortalidad secundaria al
SB es la afectacion vascular, ya sea por la ruptura de aneurismas o por eventos

tromboticos.

El objetivo del presente trabajo fue investigar el estado de la microcirculacion y
de la coagulacion y evaluar su utilidad clinica en una cohorte de pacientes con SB, en
especial en aquellos con manifestaciones vasculares. Ademads, analizamos pardmetros
de activacion de la coagulacion y de actividad o lesion endotelial, junto a factores
hematologicos e inmunoldgicos que podrian influir en un posible estado procoagulante.

La tesis la integran dos estudios distintos.

En el primer estudio se analizo la utilidad de la capilaroscopia periungueal
(CPU) en el diagnostico de la afectacion vascular/trombosis. Se incluyeron 65 pacientes
con SB, de los cuales el 36,9% habia presentado manifestaciones vasculares. Los
pacientes con SB presentaron una elevada prevalencia de alteraciones en la CPU
(47,7%) y un 15,4% de los sujetos presentaron 2 o mas alteraciones. Las alteraciones
mas frecuentes fueron las tortuosidades y las ramificaciones, que se correlacionaron con
tromboflebitis (TFS) previas (p=0,025). La presencia de =2 alteraciones se asocié con
manifestaciones vasculares (p=0,031), especialmente con eventos tromboticos

(p=0,024) y en territorio venoso (p=0,01). En cuanto a las diferentes manifestaciones



vasculares, la presencia de =2 alteraciones se asocié con TFS (p=0,003). No se hall6
asociacion entre el fendémeno de Raynaud y las alteraciones capilaroscopicas o la
presencia de ANA. Sin embargo, los pacientes con SB y una alteracion cualitativa en la
CPU presentaron con mayor frecuencia ANA (p=0,003). Un patrén capilaroscopico
alterado, segun los patrones de Cutolo et al., se asocid con afectacion venosa (p=0,018),

principalmente trombdtica (p=0,049) y en particular con TFS (p=0,025).

En el segundo estudio se analizaron diferentes fases de la hemostasia: la
activacion endotelial (FvW, E-selectina, VCAM-1, ICAM-1), pardmetros de
coagulacion (factor VIII) y la cinética de la coagulacion (mediante tromboelastometria
rotacional (ROTEM)). Asi mismo, se evaluaron factores genéticos (HLA-B51 y grupo
sanguineo ABO0) e inmunolédgicos (anticoagulante lipico, anticuerpos relacionados con
el sindrome antifosfolipido y factores del complemento) que podrian influir en un
estado procoagulante. Se incluyeron 49 pacientes. El 38,8% habia presentado afectacion
vascular. El 46,8% de los sujetos eran portadores del alelo HLA-BS1, el cual se
presentd como un factor genético protector frente a eventos vasculares (p=0,015). Los
pacientes con fenotipo vasculo-Behget y manifestaciones tromboticas, presentaron
niveles mas altos de FvW (p=0,029), en particular aquellos con TFS (p=0,005), sin
hallar correlacion entre el grupo sanguineo y las manifestaciones vasculares. También,
se detectaron niveles mas elevados de moléculas solubles de adhesion endotelial y
complemento (C3, C4 y C5b9s) en pacientes con clinica vascular, aunque no se halld
asociacion estadisticamente significativa. Finalmente, la técnica ROTEM no fue de
utilidad para diferenciar fenotipicamente a aquellos sujetos con SB y un mayor riesgo

de presentar manifestaciones vasculares.



En conclusion, la CPU es una técnica util para identificar a pacientes con SB y
un mayor riesgo de presentar manifestaciones vasculares. El alelo HLA-B51 actia
como un factor genético protector frente a eventos vasculares en la etnia caucasica. El
grupo sanguineo no es un factor genético predisponente a presentar un mayor riesgo de
trombosis en pacientes con SB. Los niveles mas elevados de FvW en los pacientes con
vasculo-Behget sugieren una activacion del endotelio en la etiopatogenia de la
enfermedad, aunque no hemos hallado asociacion entre los niveles de moléculas de
adhesion endotelial y/o del complemento con la existencia de manifestaciones

vasculares previas, ni con la actividad clinica de la enfermedad.






SUMMARY



Behget's syndrome (BS) is a systemic disease characterized by the presence of
recurrent oral and/or genital ulceration, and skin, joint, eye, vascular, neurological and
digestive involvement. BS is considered a variable vessels vasculitis, according to the
Chapel Hill classification. Symptoms usually appear in the third or fourth decade. Its
etiopathogenesis remains unknown, lacking a pathognomonic laboratory or histological
data. The main cause of mortality due to BS is vascular involvement, either because of

ruptured aneurysms or thrombotic events.

The objective of this study was to investigate the state of microcirculation and
coagulation and to evaluate their clinical utility in a cohort of patients with BS,
especially in those subjects with vascular involvement. In addition, we analyze
coagulation activity and endothelial parameters, beside haematological and
immunological factors, that could influence in a possible procoagulant state. This work

is made up of two different studies.

In the first study, we analyzed the usefulness of nailfold capillaroscopy (CPU) in
the diagnosis of vascular involvement/thrombosis. We included 65 patients with BS, of
whom 36.9% presented vascular manifestations. We observed a high prevalence of
alterations in CPU (47.7%) and up to 15.4% of the subjects included presented 2 or
more alterations. The most frequent alterations were tortuosities and ramifications,
which correlated with previous thrombophlebitis (TFS) (p=0.025). The presence of >2
alterations was associated with vascular manifestations (p=0.031), especially with
thrombotic events (p=0.024) and in venous territory (p=0.01). Within the vascular
manifestations, the presence of >2 alterations was associated with TFS (p=0.003). We

found no association between Raynaud's phenomenon and capillaroscopic alterations or



ANA. However, patients with BS and a qualitative alteration in the CPU presented more
frequently ANA (p=0.003). An altered capillaroscopic pattern, according to the patterns
of Cutolo ef al., was associated with venous involvement (p=0.018), mainly thrombotic

events (p=0.049), and in particular with TFS (p=0.025).

In the second study, different phases of hemostasis were analyzed: endothelial
activation (VWF, E-selectin, VCAM-1, ICAM-1), coagulation parameters (factor VIII)
and coagulation kinetics (by rotational thromboelastometry (ROTEM)). Likewise,
genetic (HLA-B51 and ABO blood group) and immunological factors (lupus
anticoagulant, antibodies related to antiphospholipid syndrome and complement factors)
that could influence a procoagulant state were evaluated. We included 49 subjects with
SB. 38.8% presented previous vascular involvement. 46.8% of the subjects were
carriers of the HLA-BS51 allele, which appeared as a protective genetic factor against
vascular events (p=0.015). Patients with vasculo-Behget phenotype and thrombotic
manifestations presented higher levels of FvW (p=0.029), particularly those with TFS
(p=0.005), without correlation between blood group and vascular manifestations.
Although we detected higher levels of soluble endothelial adhesion molecules and
complement (C3, C4 y C5b9s) in patients with vascular symptoms, we did not find any
statistical association. Finally, the ROTEM technique was not useful to differentiate

those subjects with BS and a higher risk of vascular involvement.

In conclusion, CPU is a useful technique to identify patients with BS and a
higher risk of vascular events. HLA-B51 allele acts as a genetic protective factor against
vascular manifestations in Caucasians patients with BS. Blood group is not a

predisposing genetic factor for a higher risk of thrombosis in patients with BS. The



highest levels of FYvW in patients with vasculo-Behcet suggest an activation of the
endothelium in the etiopathogenesis of the disease, although we have not found any
association between the levels of endothelial adhesion molecules and/or complement

and previous vascular manifestations, nor with the clinical activity.
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1. INTRODUCCION



1.1. Historia.

El sindrome de Behget (SB) debe su nombre al dermatdlogo turco Hulusi
Behget, quien en 1937 y a raiz de una serie de casos, describid los 3 signos cardinales de
esta entidad (aftas orales, ulceras genitales y uveitis anterior con hipopion), y los agrup6
en una sola enfermedad que denomind “complejo de triple sintoma” (1-4). Sin
embargo, hay otros autores que atribuyen la primera mencion del SB al oftalmdlogo
griego Benedict Adamantiades, quien presentd en 1931 el caso de un hombre de 20 afios
con brotes recurrentes de iritis con hipopion, Ulceras orales y genitales, flebitis y artritis
de rodilla (5,6), de ahi que también se la conozca como la enfermedad de
Adamantiades-Behget. Desde un punto de vista historico, la primera mencién del SB se
le atribuye a Hipdcrates en el siglo V a. C., en su libro “Third book of endemic

diseases” (7-9).

En la actualidad, el SB se considera una vasculitis sistémica de vaso variable
segun la clasificacion de Chapel Hill de 2012 (10) y su diagndstico se basa en una serie
de criterios clinicos (11), ya que carece de una prueba diagndstica especifica. La
ausencia de un anticuerpo especifico conocido, su curso en forma de brotes
autolimitados y recurrentes, sin un claro desencadenante, y una respuesta inflamatoria
sistémica anormalmente elevada, son caracteristicas que plantean la hipotesis de que en
realidad se trate de una enfermedad autoinflamatoria poligénica compleja (12—14). Sin
embargo, a dia de hoy, el SB no puede clasificarse dentro del grupo de las enfermedades
autoinmunes, autoinflamatorias ni de las enfermedades relacionadas con el complejo

mayor de histocompatibilidad (MHC) de tipo I (15,16).
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1.2. Epidemiologia.

Considerada una enfermedad minoritaria, presenta una prevalencia variable
segin la region geografica estudiada. Esto es debido a su caracteristica distribucion
geografica, concentrandose fundamentalmente entre las latitudes 30° y 45° norte, a lo
largo de la antigua ruta de la seda, desde Asia oriental hasta los paises del Mediterraneo.
Las tasas de incidencia publicadas van de 0,05 a 3,9 casos por 100.000 habitantes y afo
(17-20), siendo Corea del Sur el pais con una mayor incidencia reportada, mientras que
en Espafia, la incidencia anual estimada es de 0,32 casos por 100.000 habitantes y afo
(21,22). En cuanto a la prevalencia global estimada, es de 10,3 casos por 100.000
habitantes (23), aunque se han descrito tasas mucho mas elevadas, como en el norte de
Jordania (66 casos por cada 10.000 habitantes) (24) y en Turquia (60 casos por 10.000
habitantes) (25). En Espafa, pocos estudios han reflejado la prevalencia de la
enfermedad, estimandose en 5-5,6 casos por 100.000 habitantes (21,22,26), similar a la

reportada en el Sur de Europa (5,3 casos / 100.000 habitantes) (23).

En cuanto a la agregacion familiar se ha descrito que estd presente entre el
1,12% y el 34% (27-31). Giil et al estimaron el riesgo de recurrencia de la enfermedad
entre hermanos en 11,4-52,5 (28). Recientemente, Ahn ef al han confirmado que la
incidencia es mayor entre familiares de la misma generacion, con un riesgo 165 veces
mayor entre gemelos (32), tasas mayores que las publicadas en otras enfermedades
genéticas complejas. Estas formas familiares se han asociado con presentaciones mas

tempranas (33).
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1.3.Etiopatogenia.
Su etiologia es atn desconocida. Se cree que la exposicion a un agente
infeccioso o ambiental especifico, en pacientes con una predisposicion genética,
desencadenaria una reaccion cruzada que conduciria a un proceso autoinmune (34). Se

han relacionado con la etiopatogenia de la enfermedad:

1.3.1. Factores ambientales.

Ya en 1937, cuando Behget describid la entidad, sugiri6 el posible papel de un
agente infeccioso (1). En la actualidad se cree que determinados antigenos de virus o
bacterias podrian inducir una activacion del sistema inmune en personas predispuestas
genéticamente. En esta linea, el VHS-1 y el Streptococcus sanguis son los
microorganismos que mas se han relacionado con la patogenia (35-39). Se ha descrito
que la proteina de choque térmico (HSP) estreptococica de 65 kDa, por un mecanismo
de mimetismo molecular, es capaz de actuar como desencadenante y generar una
reacciéon cruzada con una HSP humana de 60/65 kDa, que ademds comparte
antigenicidad con la mucosa oral (40). También, por un mecanismo de mimetismo
molecular, se han relacionado con la etiopatogenia de la enfermedad el antigeno S de la
retina, la proteina de union a retinoides interfotorreceptores, la tropomiosina a y la
cristalina aff (41,42). Otros microorganismos como Mycobacterium tuberculosis,
Staphylococcus aureus, Borrelia Burgdorferi, Helicobacter pylori, citomegalovirus,
virus Epstein-Barr y parvovirus, entre otros, han sido estudiados sin que se haya

demostrado una asociacion con el SB (70).

Ademas de los agentes infecciosos, el microbioma salivar e intestinal se han

descrito como factores ambientales contribuyentes en la etiopatogenia y severidad de la
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enfermedad, habiéndose reportado una menor diversidad de flora intestinal en pacientes
con SB con respecto a personas sanas (43,44). Ademas, procedimientos dentales, orales
y faringeos se han relacionado con brotes, y la higiene oral con la severidad de la

enfermedad (45-50).

1.3.2. Factores genéticos.

Estudios genomicos realizados mediante técnicas de genome wide association
study (GWAS) sostienen que ciertas regiones del gen del antigeno leucocitario humano
(HLA) A y HLA-B son los factores genéticos mas fuertemente asociados con el SB
(51). El subtipo que mas se ha asociado con el riesgo de padecer SB en diferentes
grupos étnicos es el HLA-B*51 (34,52), estimdndose una OR de 5,78 de desarrollar la
enfermedad (53). A pesar de ello, esta asociacidon representa unicamente el 20% del
componente genético de la enfermedad (54). En relacion con este subtipo, habria que
destacar la enzima codificada por el locus ERAP1, cuyo papel es fundamental en la
presentacion de las moléculas del MHC tipo 1. El riesgo de SB asociado al
polimorfismo rs17482078 del locus ERAP1 (55-62) se debe a una interaccion epistatica
con el alelo HLA-B*51, de modo que pacientes con ERAP1 de baja actividad

aumentarian el potencial patogénico del HLA-B*51 (63).

Dentro del MHC de tipo I, el subtipo HLA-A*26 también se ha relacionado con
riesgo de aparicion de SB en una cohorte del noreste de Asia, con una OR de 4,02 entre
la poblacion HLA-B*51 negativo (64,65). Ademas de este, otros subtipos que se han
relacionado con un aumento del riesgo de desarrollar SB son el HLA-B*15, HLA-B*27
y HLA-B*57, mientras que los subtipos HLA-A*03 y HLA-B*49 han mostrado un

efecto protector (66). Otros estudios con técnicas GWAS han identificado las regiones
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entre el HLA-B y el gen A relacionado con el complejo mayor de histocompatibilidad
de clase I (polimorfismo rs116799036) y entre el HLA-A y HLA-F, como factores de

riesgo independiente (66,67).

Fuera de la region del MHC, se han identificado polimorfismos de un solo
nucledtido (PSNs) que podrian estar relacionados con la etiopatogenia del SB,
destacando polimorfismos de los genes que codifican la interleucina (IL) -10, el

receptor de la IL-23, IL-23/IL-12RB2 y los genes STAT4 (34).

Ademas de los factores genéticos, fendémenos epigéneticos se han relacionado
con la patogenia de la enfermedad. Asi, la metilacion de DNA, la modificacion de
histonas y RNAs no codificantes han sido relacionados con la patogenia, aunque con

resultados contradictorios segun la etnia (68,69).

1.3.3. Factores inmunolégicos.
Diversas alteraciones de la inmunidad innata y adaptiva, ademas de factores

solubles y anticuerpos, se han relacionado con el SB.

Considerado un fendémeno de activacion del sistema inmune innato, se ha
descrito una alta actividad intrinseca y oxidativa de los neutréfilos (70,71) y monocitos
de pacientes con SB (72). Las células natural killer también se han observado
aumentadas en pacientes con SB y su papel se ha relacionado con la respuesta celular
Thl (73,74). Ademas del sistema inmune innato, cada vez hay mas evidencia de la
participacion de la respuesta inmune adaptativa, postulandose que un trastorno en la

homeostasis de los subtipos de células Thl y Thl7 y un descenso de las células T
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reguladoras, jugarian un papel fundamental en la patogenia del SB (15). En esta
desregulacion, se han relacionado las ILs. Destacan aquellas cuyos PSNs se han descrito
asociados con la enfermedad, observandose niveles bajos de IL-10 (con propiedades
antiinflamatorias) (34,75) y niveles elevados de IL-12 e IL-23 (proinflamatorias), en
fases activas de la enfermedad (76). Otras citoquinas con propiedades proinflamatorias
que se han relacionado con el SB son las IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, IL-18, IL-21, IFN-y y
factor de necrosis tumoral (TNF) a. Por el contrario, niveles bajos de otras ILs con
propiedades antiinflamatorias, como las IL-27, IL-35 e IL-37, también se han
correlacionado con la patogenia de la enfermedad (42,77,78). En relacion con la
inmunidad celular, también se ha descrito un mayor nimero de células Tyd y una mayor

actividad frente a infecciones por diferentes microorganismos (42).

En cuanto a la inmunidad humoral, no existe un anticuerpo (Ac) especifico
conocido, aunque algunos han sido relacionados con la enfermedad. Se ha descrito un
aumento en la produccion de Ac frente al antigeno oa-enolasa de la pared vascular y,
consecuentemente, un aumento en la produccion de Ac frente a células endoteliales
(79). Se ha observado la presencia de Ac frente al complemento Clq, especialmente en
pacientes con manifestaciones vasculares (80), y en un meta-analisis reciente se ha
hallado una elevada prevalencia de anticuerpos antifosfolipido (anticardiolipina y anti-
B2 glicoproteina I) en pacientes con SB (81). En cuanto a las manifestaciones oculares,
se han asociado con la presencia de Ac frente al antigeno S de la retina y frente a la
proteina de union a selenio (82—85). A pesar de estos estudios, no existen anticuerpos

especificos que puedan ser utilizados como marcadores diagndsticos de la enfermedad.
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Otros factores humorales que se han estudiado y relacionado con la
etiopatogenia de la enfermedad son las alarminas (86), cuyas concentraciones
plasmaticas se han hallado elevadas, en concreto la citoquina de alta movilidad del
grupo 1 (87) y la alarmin S100A 12, esta ultima relacionada con el grado de actividad de

la enfermedad (88).

1.4. Manifestaciones clinicas.

Los sintomas del SB suelen aparecer en la tercera o cuarta década de la vida y
cursan caracteristicamente con brotes y remisiones. El SB puede afectar practicamente a
cualquier organo, siendo la fiebre una manifestacion sistémica rara y habitualmente
asociada a otra clinica (89). Las aftas orales (AO) son la principal manifestacion y se
hallan presentes en el 97-100% de los casos. Ademas, en el 80% de los pacientes son la
primera manifestacion y preceden en 7-8 afios al resto de sintomas. Son cruciales para el
diagnostico, aunque clinicamente son indistinguibles de las presentes en la aftosis oral
comun o en otras entidades. Pueden aparecer en cualquier zona de la mucosa oral y

faringea, y se clasifican en menores (<1 cm), mayores (>1 cm) o herpetiformes (90-92).

La otra manifestacion caracteristica de la enfermedad son las ulceras genitales
(UG) recurrentes, que se presentan en el 57-93% de los pacientes (90). Son similares a
las AO, aunque mas grandes y dolorosas, menos recurrentes y con mayor tendencia a
dejar cicatriz. Se localizan principalmente en escroto y labios mayores, aunque pueden

presentarse en pene, uretra, vagina y cérvix (90-92).

Las manifestaciones cutdneas, aunque no son especificas, son utiles para el

diagnoéstico. Se observan en el 38-99% de los pacientes, segin las series, pudiendo
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aparecer diferentes tipos de lesiones a lo largo de la evolucion (91,93). Las lesiones
papulopustulares o pseudofoliculitis y el eritema nodoso (EN) son las mas prevalentes,
esta ultima sobre todo en mujeres (90,94). Las ulceras cutaneas extragenitales, aunque
raras (3% de los casos), son caracteristicas y aparecen mas frecuentemente en nifios,
sobre todo en ingles y zona perianal (90-92). Dentro de las manifestaciones cutaneas,
hay que destacar el fenomeno de patergia, que, a pesar de no ser especifico, es
caracteristico y por ello el test de patergia estd incluido dentro de los criterios
diagnosticos (11,95). Este test consiste en la inyeccion o puncidon de la piel con una
aguja estéril y bajo medidas de asepsia y su examen posterior, a las 24-48h. Se
considera la prueba positiva cuando aparece una papula o pustula en la zona de puncion.
No obstante, en Espafia se estima una prevalencia de positividad al test en torno al
16.3% (96), muy inferior al 60-70% reportado en pacientes turcos y japoneses (97).
Otras manifestaciones cutdneas asociadas, aunque menos frecuentes, son el pioderma
gangrenoso, la vasculitis leucocitocléstica y la dermatosis neutrofilica tipo Sweet-like

(97,98).

Menos frecuente que las anteriores es la afectacion musculoesquelética, aunque
se describe hasta en un 50% de los casos. Se manifiesta en forma de artritis o artralgias,
que afectan principalmente a rodillas, tobillos, mufiecas y codos. Suele ser
monoarticular u oligoarticular, no erosiva ni deformante. La artrocentesis muestra un
liquido de caracteristicas inflamatorias, observandose a nivel histologico infiltracion de
la sinovial por neutréfilos y células mononucleares, con vasculitis de pequefio vaso y
trombosis (97,99). A diferencia de la artritis, la miositis es rara y mds frecuente en

nifios, habiéndose descrito signos de vasculitis en las biopsias musculares (100,101).
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La clinica oftalmoldgica también es caracteristicas del SB y aparece en el 30-
70% de los casos. Es una causa importante de morbilidad a pesar del tratamiento, al
condicionar ceguera en el 25-30% de los casos (93,99). De curso agudo y recurrente,
suele aparecer en los primeros afios y afecta mas frecuentemente y de forma mas grave
a hombres jovenes (102). Aunque se han descrito diversas manifestaciones oculares, la
uveitis es la principal. Puede ser unilateral o bilateral y anterior o posterior, o incluso
aparecer como una panuveitis no granulomatosa asociada a vasculitis retiniana. La
forma caracteristica es la uveitis anterior con hipopion, aunque solo se observa en un
tercio de los pacientes, y se asocia con vasculitis retiniana (97,103). En cambio, la
uveitis posterior es mas frecuente y mas del 85% de los pacientes presentan una vitritis
con apariencia de collar de perlas, muy sugestiva de SB. La vasculitis retiniana es la
manifestacion oftalmoldgica més frecuente tras la uveitis. Esta forma de vasculitis
presenta preferencia por los vasos venosos y puede causar oclusion de las venas
retinianas o sus ramas (vasculitis oclusiva). La presencia de hemorragias intrarretinianas
profundas es también un dato caracteristico de la vasculitis retiniana oclusiva asociada

al SB (102).

Las manifestaciones digestivas, aunque son menos frecuentes, son
potencialmente graves. Su prevalencia es mas elevada en pacientes asiaticos, sin que
existan diferencias entre sexos (104). La clinica se inicia a los 4,5-6 afios desde la
aparicion de las AO (105). El sintoma principal es el dolor abdominal, aunque pueden
asociarse nduseas, vomitos, diarrea y/o sangrado digestivo. Afecta mayoritariamente a
la region ileocecal, donde se observan ulceras Unicas o multiples bien delimitadas (106),
que resultan dificiles de diferenciar de la enfermedad de Crohn y de la tuberculosis

intestinal. Histologicamente presentan una vasculitis neutrofilica con infiltracion de la
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pared venosa y un 30% de los casos puede complicarse con isquemia, perforacion
intestinal y sangrado digestivo, y menos frecuentemente con fistulas (7.6%) (104). Mas
raras son la afectacion esofagica, gastroduodenal o rectal en forma de tulceras o

anomalias de la motilidad, y la afectacion hepato-bilio-pancreética (104-107).

Al igual que las manifestaciones digestivas, la clinica neuroldgica es
potencialmente grave y se presenta entre el 3-10% de los pacientes (108). Predomina en
hombres y suele aparecer a los 5 afos tras el diagnostico, asociandose con
manifestaciones oculares (108). La clinica parenquimatosa es la predominante (80%),
afectandose tipicamente el tronco encefilico y provocando cefalea, meningitis o
meningoencefalitis, crisis epilépticas, ataxia y/o hemiplejia (97,100). Menos frecuente
es la afectacion medular que aparece solo en el 14% de los casos y se localiza
habitualmente a nivel cervical, manifestindose como disminucién de la sensibilidad y
en raras ocasiones debilidad, disfuncion sexual y/o esfinteriana y dolor.
Caracteristicamente, los pacientes presentan una mielitis transversa longitudinal extensa
que afecta a mas de dos segmentos en la resonancia magnética, aunque se han descrito
diversos tipos de lesiones (109—111). En cuanto a las manifestaciones neurologicas no
parenquimatosas, suponen solo el 20% y consisten fundamentalmente en trombosis
venosa de seno dural (TSVD), que representan el 14% del global y se asocia con
hipertension intracraneal (100,110). Los senos venosos superior y sagital son los que
mas frecuentemente se afectan (112), provocando cefalea y, en ocasiones, paralisis
motora de pares craneales oculares. La clinica isquémica arterial en forma de ictus, es
infrecuente (110). Otra afectacién neuroldgica rara, que se ha descrito en estudios
electrofisiologicos, es la del sistema nervioso periférico, en forma de neuropatia axonal

motora y sensitiva, polirradiculoneuropatia aguda y mononeuritis multiple (100,110).
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Al SB también se le han asociado manifestaciones psiquidtricas, incluso sin
afectacion neuroldgica y sin relacion con farmacos. Destacan la ansiedad y depresion,
aunque se han descrito casos de psicosis aguda, trastorno obsesivo compulsivo,
trastornos del suefio y de la conducta (112), ademas de deterioro de la memoria y de las

capacidades cognitivas (110).

Otras manifestaciones raras asociadas al SB son la afectacion renal, con casos
descritos de glomerulonefritis y nefropatia IgA y la amiloidosis AA en contexto de mal
control de la enfermedad. La afectacion genitourinaria en forma de epididimitis, en

cambio, se da en el 4 al 11% de los pacientes (99).

Ademas de los sintomas descritos, producidos en diferentes 6rganos por la
propia inflamacion vascular, el SB se asocia con manifestaciones propiamente
vasculares, siendo la ruptura de aneurismas y la trombosis la principal causa de
mortalidad (113). Aunque la afectacion vascular se ha descrito hasta en un 40% de los
casos (114), la prevalencia de estas manifestaciones varia segin el grupo étnico. En
Espafia, el registro nacional de la enfermedad de Behcet (REGEG), estima la
prevalencia de trombosis venosa profunda (TVP) en el 18.2% de los pacientes y un
13.2% presentan simultaneamente afectacion arterial y venosa (115). El riesgo es mayor
en hombres jovenes al inicio de los sintomas (116,117), aunque aparece mas
tardiamente si la manifestacion vascular es arterial y extrapulmonar (118). La afectacion
venosa predomina, con una relacion 3:1 (97). La tromboflebitis superficial (TFS) es la
manifestacion vascular mas frecuente (92,98). Le sigue la TVP, que aparece

principalmente en extremidades inferiores (97). La oclusion vascular se debe a un
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trombo marcadamente adherido a la pared, que generalmente no migra (116), y que
puede provocar insuficiencia venosa cronica y estasis vascular, con claudicacién
intermitente y ulceras venosas (97). Ademas, la tasa de recidiva de la TVP en EEII es
alta a pesar del tratamiento inmunosupresor, siendo el sexo masculino un factor de
riesgo para la recurrencia (116,119). Menos frecuentes son las trombosis atipicas, como
la trombosis de vena cava inferior o superior, trombosis de senos venosos cerebrales
(TSVC), trombosis portal y trombosis de venas suprahepaticas (sindrome de Budd-

Chiari) (120).

A diferencia de la afectacion venosa, la afectacion arterial es infrecuente. Asi,
menos del 5% de los pacientes van a presentar afectacion pulmonar arterial (APA)
(121), que se asocia en un tercio de los casos con TVP, TSVC y trombosis intracardiaca
derecha (121). Su principal manifestacion son los aneurismas en el sistema arterial
pulmonar, siendo el SB la principal causa vasculitica de estos (122). La prevalencia
varia desde el 1 al 33%, aunque se cree que estdn infradiagnosticados (123). Los
aneurismas arteriales pulmonares en el SB predominan en hombres jovenes, a partir de
los 3-4 anos desde el inicio de los sintomas (121,124,125). Pueden manifestarse como
una hemoptisis masiva y hasta un 23% de los pacientes fallece en los 4 primeros aflos
desde la presentacion (97). La asociacion de aneurismas pulmonares y tromboflebitis o
trombosis en cualquier territorio, se conoce como sindrome de Hughes-Stovin o SB
incompleto, ya que puede presentarse sin Ulceras orales ni genitales (126). Mucho
menos frecuentes son la trombosis arterial pulmonar y la hipertension arterial pulmonar
(HTAP). Dentro de las manifestaciones vasculares arteriales asociadas al SB son

también una causa importante de morbimortalidad, por el riesgo de ruptura, los
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pseudoaneurismas del cayado de la aorta, de la arteria subclavia, de troncos

supraaorticos, de arterias coronarias y los aneurismas arteriales periféricos (97,124).

Aunque de forma infrecuente, el SB puede manifestarse a nivel cardiaco,
afectando a las arterias coronarias o provocando pericarditis, miocarditis o endocarditis,
con insuficiencia valvular adrtica y mitral, fibrosis endomiocardica y trombosis
intracardiaca, principalmente en ventriculo derecho (97,99,116). En cambio, son
excepcionales las manifestaciones pulmonares y extrapulmonares no vasculares

(121,124,125)

1.5. Criterios diagnoésticos.

Como se ha mencionado, el diagnostico de SB se basa en unos criterios clinicos.
Hasta la fecha se han publicado 17 criterios diagnosticos diferentes. Los mas utilizados
son los del Grupo de Estudio Internacional para la Enfermedad de Behget de 1990
(Tabla 2.5.1.), que presentan una sensibilidad y una especificidad del 85% y 96%,
respectivamente (11), y que fueron revisados en 2006, cuando se incluyeron las
manifestaciones vasculares y neuroldgicas de la enfermedad. Ya en 2014, un grupo
internacional ha publicado los International Criteria for Behget’s Disease, que presenta

una mayor sensibilidad (94.8%) a expensas de una menor especificidad (90.5%) (95).
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Tabla 2.5.1. (criterios diagndsticos del International Study Group for Behget’s disease)

El paciente debe presentar, en ausencia de otra explicacion clinica:
1. Ulceras orales recurrentes (aftas menores, mayores o herpetiformes) evidenciadas por un médico o

paciente, con un minimo de 3 episodios durante un periodo de un afio

Y dos de los siguientes:
2. Ulceras genitales recurrentes
3. Lesiones oculares: uveitis anterior, uveitis posterior, presencia de células en el vitreo vistas por
lampara de hendidura o vasculitis retiniana descrito por un oftalmélogo
4. Lesiones cutaneas: EN, pseudofoliculitis, lesiones papulopustulosas o nédulos acneiformes en
pacientes post-adolescentes sin corticoesteroides

5. Fenémeno de patergia, observado por un médico a las 24-48h.

Al no disponer de una prueba diagnéstica patognomoénica y basarse su
diagnéstico en criterios clinicos, es crucial excluir otras entidades que puedan presentar
manifestaciones similares. Entre otras, la estomatitis aftosa recurrente, trastornos
hormonales y déficits vitaminicos se deben tener en cuenta a la hora de evaluar las AO

recurrentes.

El diagnoéstico diferencial de las manifestaciones articulares, oculares,
vasculares, gastrointestinales y neurologicas, es muy amplio. En este sentido, es
importante excluir enfermedades hematoldgicas e infecciosas, como la tuberculosis, la
sifilis y la infeccion por VIH, ademads de otras enfermedades autoinmunes como el LES,
la sarcoidosis, el sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada, las artropatias seronegativas, la
esclerosis multiple, la enfermedad celiaca y la enfermedad inflamatoria intestinal y
enfermedades autoinflamatorias, como la haploinsuficiencia A20, y el sindrome
VEXAS. En caso de manifestaciones vasculares con eventos trombdticos es crucial

descartar trastornos de la coagulacion.
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1.6. Tratamiento y pronostico.

El objetivo del tratamiento del SB es conseguir una rapida resolucion de la
inflamacion y prevenir de esta manera el dafio organico que condiciona. Asi, la
intensidad del tratamiento dependera de las manifestaciones clinicas, tal y como se
refleja en las ultimas recomendaciones de la European League Against Rheumatism

publicadas en 2018, sobre el tratamiento del SB (127-129).

La colchicina continua siendo la piedra angular y primer escaldén de tratamiento
para la prevencion de AO y UG, ademads de para las manifestaciones articulares y el EN.
En general, los corticoides sistémicos se reservan para manifestaciones potencialmente
graves, como la afectacion oftalmologica, gastrointestinal, cardiovascular y neurologica.
Ademads, existen diversos DMARDS que se utilizan como ahorradores de
glucocorticoides y en casos graves y/o refractarios al tratamiento. Los mas utilizados
son la azatioprina, la ciclofosfamida y la ciclosporina, aunque hay un amplio y
heterogéneo grupo de farmacos que se han usado y que se recomiendan en las tltimas
guias de la European League Against Rheumatism (128). De todos ellos, habria que
destacar a los antagonistas del TNF, principalmente adalimumab e infliximab, cada vez

mas utilizados en casos graves y refractarios, con buenos resultados.

Mas alla de estas recomendaciones generales, existen ciertas particularidades del
tratamiento relacionadas con las manifestaciones vasculares debido a su gravedad. Por
un lado, los aneurismas arteriales se asocian con una elevada mortalidad y ello implica
un tratamiento inmunosupresor agresivo, valorando retrasar la cirugia hasta el control

de la enfermedad, si la situacion clinica del paciente lo permite. Por otro lado, el
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tratamiento de las manifestaciones tromboéticas se basa Uunicamente en la
inmunosupresion, sin haber consenso sobre el uso de la anticoagulacion que se

recomienda Gnicamente en casos refractarios.

A pesar de los avances en el tratamiento y la expansion del uso de los anti-TNF,
la mortalidad continua siendo elevada, sobre todo en varones de regiones orientales y
del Mediterrdneo, aunque las tasas de mortalidad mas elevadas se han reportado en
Turquia, donde hasta el 9.8% de los pacientes fallecen por causa vascular, ya sea por
ruptura de aneurismas o por trombosis (93). Esta morbimortalidad aumentada, difiere
segun la etnia, incluso dentro de una misma area geografica (130—132). La pérdida de
vision por uveitis y las manifestaciones neurologicas son las principales causas de
discapacidad entre estos pacientes (99), mientras que la vasculitis de grandes vasos,
seguida de la afectacion neuroldgica, son las principales causas de mortalidad (113). En
este sentido, el sexo masculino, la afectacion arterial y el nuimero de brotes son factores

que se han asociado con mal pronoéstico (133).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

29



El SB es una enfermedad poco frecuente (23), considerada segun la clasificacion
de Chapel Hill como una vasculitis de vaso variable. Los sintomas suelen aparecer en la
tercera o cuarta década de la vida. Carece de un dato de laboratorio o histologico
patognomonico y requiere de una elevada sospecha clinica, lo que hace que en muchas
ocasiones su diagnostico sea tardio y ya con presencia de secuelas no reversibles, que
condicionan un aumento de la morbimortalidad, a pesar del aumento de las opciones

terapéuticas incorporadas en las tltimas décadas.

La principal causa de mortalidad sigue siendo la vasculitis de grandes vasos
(113), con tasas de hasta el 10% (93). Dentro de la clinica vascular, la manifestacion
mas frecuente es la afectacion trombdtica venosa, siendo el riesgo mayor entre varones
jovenes en los primeros afos tras el debut de la enfermedad (97,116,117). Estas
manifestaciones trombdticas se deben a la oclusion de la luz del vaso por un trombo
adherido a la pared, con bajo riesgo de desprendimiento (116), observandose fendmenos
inflamatorios en forma de infiltracién de neutréfilos en los vasa vasorum (134), aunque

también se ha descrito infiltracién por monocitos y linfocitos T en fases iniciales (135).

La etiopatogenia de estos eventos tromboticos es ain desconocida, siendo
imposible predecir aquellos pacientes con un mayor riesgo de trombosis. Hasta la fecha,
no se ha demostrado asociacion con factores protromboéticos (97,136), por lo que el
estado procoagulante parece mas relacionado con una alteracion del endotelio,

habiéndose reportado elevacion de marcadores de activacion/dafio endotelial (137—-140).

Ademas, en los ultimos afios se ha especulado con el papel que podria jugar la

inmunidad en la activacion de la coagulacion y la formaciéon de trombos

30



microvasculares. La lesion de las células endoteliales tiene la capacidad de activar a
nivel local la cascada del complemento, con liberacion de los factores C3a y C5a que
participan en el reclutamiento y activacion de monocitos, neutrofilos y plaquetas (141).
De esta manera, alteraciones en la regulacion del complemento se han asociado con

fenémenos de microangiopatia trombotica (142).

Ademas de los fendmenos tromboticos, el SB se ha relacionado a nivel vascular
con HTAP durante fases activas de la enfermedad, sugiriendo una posible afectacion de

la microcirculacion (121).

Por todo ello, el objetivo de la presente tesis doctoral es investigar el estado de la
microcirculacion y de la coagulacion en una cohorte de pacientes con SB, en especial
aquellos con manifestaciones vasculares, asi como evaluar su utilidad clinica. Ademas,
se pretende evaluar parametros de activacion de la coagulacion y de lesion endotelial,
junto a factores hematoldgicos e inmunoldgicos que podrian influir en un posible estado

procoagulante.
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3. HIPOTESIS



Dada la frecuente afectacion vascular de los pacientes con enfermedad de
Behget, es probable que éstos presenten alteraciones a nivel de la funcionalidad de la
coagulacion, y de factores moleculares relacionados con el endotelio y la inmunidad,
que predispongan a padecer un evento vascular. Ademas, es probable que se asocie
secundariamente una alteraciéon en la funcionalidad de la microcirculacion, que se

correlacione con alteraciones en la capilaroscopia periungueal.
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4. OBJETIVOS



OBJETIVO PRINCIPAL: analizar la microcirculacion en pacientes con SB y
determinar si existe un estado protromboético y de activacion del endotelio, asi como la

implicacion del complemento en ello.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Analizar la microcirculaciéon en pacientes con SB mediante capilaroscopia
periungueal (CPU) e investigar posibles asociaciones con las manifestaciones
vasculares, asi como evaluar la posible utilidad de la CPU en el diagnéstico de
SB.

2. Analizar si existe un estado protromboético en pacientes con SB mediante
tromboelastometria rotacional, y analizar la influencia del grupo sanguineo ABO
y de los factores VIII y de Von Willebrand (FvW) de la coagulaciéon en la
hemostasia de estos pacientes y su asociacion con manifestaciones vasculares.

3. Analizar la presencia de marcadores séricos de activacion/dafio endotelial (E-
Selectina, VCAM-1 e ICAM-1) y su posible correlacion con afectacion vascular.

4. Analizar la posible influencia del sistema del complemento en los pacientes con
manifestaciones vasculares, mediante la determinacion de los niveles

plasmaticos de los factores C3 y C4 y los niveles de C5b9 soluble (C5b9s).
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4. PACIENTES Y METODOS
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1. Sujetos del estudio:

En los ultimos 30 anos, en la Unidad de Enfermedad Autoinmunes Sistémicas del
servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario Vall d’Hebron de Barcelona se
ha diagnosticado a 159 pacientes con SB. Los criterios utilizados para el diagnostico de
SB se basaron en los criterios de clasificacion del International Study Group de 1990 y
los International Criteria for Behget’s Disease de 2014 (11,95), tras ser valorados por
un especialista en medicina interna. De estos 159 pacientes, 71 alin realizan seguimiento

activo.

2. Variables clinicas:

Se recogieron retrospectivamente datos demograficos (edad al diagndstico y actual,
sexo y raza) y datos clinicos relevantes: factores de riesgo cardiovascular (hipertension
arterial (HTA), diabetes mellitus, dislipidemia y tabaquismo), antecedentes familiares
de enfermedades autoinmunes, manifestaciones clinicas presentadas y tratamientos
realizados. Ademas, se determiné el estado de la enfermedad al momento del estudio,
clasificandolo en:

a. Remision, si el paciente se encontraba asintomdatico o presentaba
manifestaciones menores que no condicionaban un cambio en el
tratamiento (por ejemplo, aftas orales de pequefio tamafio y corta
duracion, que no condicionaban sintomas notorios). Dentro de este
grupo, también se registrd si el paciente se encontraba bajo tratamiento
inmunosupresor, considerado como la toma de prednisona a dosis =5 mg
o equivalente, tratamiento con modificadores de la enfermedad o terapia

biologica.
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b. Brote, si el paciente presentaba sintomatologia relacionada con el SB que

condiciond un cambio en la medicacion.

3. Variables analiticas:

Para el estudio se realizé la extraccion de suero y plasma sanguineo en tubos de
citrato de sodio de los pacientes diagnosticados de SB. Las muestras fueron procesadas
y analizadas en los laboratorios de hemostasia e inmunologia del Hospital Universitario
Vall d’Hebron de Barcelona, por técnicos y facultativos que desconocian las
manifestaciones clinicas de los pacientes y sus tratamientos. Previamente al estudio,
aquellos pacientes que realizaban tratamiento anticoagulante con antagonistas de la
vitamina K fueron rotados a heparina de bajo peso molecular, para evitar interferencias

con el estudio de coagulacion. Se realizaron las siguientes determinaciones:

a) Anticuerpos antinucleares (ANA):
Para analizar la presencia de ANA, se recogieron las determinaciones previas y se
realizaron nuevos andlisis si se consideré oportuno. La determinacion de ANA se
realiz6 mediante inmunofluorescencia indirecta sobre células Hep2, considerando
un resultado positivo la presencia de titulos mayores a 1/80 en una o mas

determinaciones durante el seguimiento.

b) Evaluacion de la coagulacion:
Para la monitorizacion de la hemostasia global, se realizé un anélisis viscoelastico
mediante el uso de un tromboelastometro rotacional (ROTEM) delta

(Instrumentation Laboratory, Werfen, Bedford, EE. UU.) y los test NATEM,
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INTEM y EXTEM. Estos test utilizan sangre total citrada a la que se afiaden

distintos reactivos segun el test en cuestion:

* NATEM (Non Activated ThromboElastoMetry), que evaliia la hemostasia desde
la activacion de la coagulacion, la formacion y estabilizacion del codgulo hasta
la fibrinolisis, sin usar aceleradores ni activadores. Para ello, unicamente se
anade a la muestra reactivo star-tem (CaCl,).

* INTEM, que permite analizar la funcionalidad de la via intrinseca de la
coagulacidn, activada tras afiadir reactivo star-tem (CaCl,) e in-tem (compuesto
por acido eldgico, que actia como activador del sistema de contacto, y
fosfolipido-tromboplastina parcial de cerebro de conejo).

* EXTEM, que analiza la funcionalidad de la via extrinseca de la coagulacion,
activada tras anadir reactivo ex-tem (compuesto por factor tisular recombinante,

fosfolipidos e inhibidor de la heparina).

El andlisis de la muestra se inicia automdticamente al introducir la sangre con una
pipeta en el tromboelastomero rotacional, obteniendo en continuo resultados
graficos y numéricos durante 1 hora. Todas las muestras sanguineas analizadas
fueron obtenidas y procesadas en <90’ tras su extraccion, para garantizar la correcta
evaluacion de la prueba. El ROTEM es un test multiparamétrico que proporciona
datos referidos a cada etapa de la hemostasia. En la tabla adjunta puede verse el
conjunto de datos obtenidos para los pacientes incluidos en el estudio (Tabla
5.5.3.1.). Los resultados obtenidos se compararon con los valores de referencia
facilitados por Werfen, considerando alterados aquellos que se situaban fuera del

rango establecido (Tabla 5.5.3.2.).
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Tabla 5.5.3.1. Parametros de hemostasia estudiados con ROTEM delta y los test

NATEM, INTEM y EXTEM.

Tiempo de coagulacion (CT): tiempo desde el inicio del andlisis hasta la formacion

inicial del codgulo con una amplitud de 2 mm.

Tiempo de formacion del coagulo (CFT): tiempo desde el final del CT hasta que el

coagulo alcanza una firmeza de 20 mm.

Angulo alfa (a): angulo formado entre la linea central y una tangente a la curva, tras

alcanzar los 2 mm de amplitud.

Amplitudes (A) después del CT. En nuestro caso utilizamos A20: amplitud a los 20’ de

la maxima amplitud en el tromboelastograma.

Firmeza maxima del coagulo (MCF).

indice de lisis (LI). En nuestro caso utilizamos el LI30: porcentaje del coagulo que ha

sido fibrinolizado en 30°.

Tabla 5.5.3.2. Rangos de normalidad para cada test aportados por Werfen.

Test CT (s) CFT (s) Angulo o (°) A20 (mm) MCF (mm)
NATEM 300-1000 150-700 30-70 35-60 40-65
INTEM 100-240 30-110 70-83 50-71 50-72
EXTEM 38-79 34-159 63-83 50-71 50-72

También se realizaron las pruebas de coagulacion habituales: tiempo de protrombina

(TP) y tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPA), expresados en segundos,

y concentracion de fibrindgeno, expresado en g/L.
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Ademas, se analizaron los niveles del factor VIII y FvW, como pardmetros
indicadores de un estado procoagulante, y la presencia de anticoagulante lipico
(AL), mediante test del veneno de vibora de Russell y Silica Clotting Time, y Ac
IgG e IgM anti-cardiolipina y f2-glicoproteina I utlizando un test CLIA QUANTA
Flashe, de Werfen. Todas las determinaciones plasmaticas se realizaron utilizando

reactivos e instrumentacion de Instrumentation Laboratory, Werfen.

¢) Moléculas solubles de adhesion endotelial:

Para analizar la activacion del endotelio, se determinaron las moléculas de adhesion
endotelial E-selectina/CD62E, ICAM-1/CD54 y VCAM-1/CD106, previamente
descritas elevadas en el SB (143,144). Para ello, se utilizo un test ELISA para cada
una de las moléculas (Simple Plex assay for the detection of human E-Selectin,
Simple Plex assay for the detection of human Intercellular Adhesion Molecule 1 'y
Simple Plex assay for the detection of human Vascular Cell Adhesion Molecule 1)
de R&D Systems, bio-techne brand (Minneapolis, EE. UU.). Estos test utilizan
sangre total citrada, que se separa mediante centrifugado durante 15’ a 1000 x g
dentro de los primeros 30’ desde su extraccion y luego se almacena en alicuotas a
<20°. Posteriormente se anaden distintos reactivos segin el test en cuestion,
siguiendo las recomendaciones indicadas por bio-techne:

* Para la determinacion de E-selectina, cada muestra requiere una dilucion
minima de 10 veces con el diluyente. Los valores obtenidos se expresaron en
pg/mL.

* Para la determinaciéon de ICAM-1, cada muestra requiere una dilucion
minima de 100 veces con el diluyente. Los valores obtenidos se expresaron

en pg/mL.
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* Para la determinacion de VCAM-1, cada muestra requiere una dilucion
minima de 100 veces con el diluyente. Los valores obtenidos se expresaron

en pg/mL.

El andlisis de la muestra se inicia automdticamente al introducir la sangre con una
pipeta en un procesador automatizado de ELISA Simple Plex Assay on Ella™ (bio-
techne Instruments, Minneapolis, EE. UU.). Los resultados numéricos son obtenidos
tras 1 hora. Todas las muestras analizadas fueron almacenadas en alicuotas a <20°,
tras un centrifugado de 15’ a 1000 x g y dentro de los primeros 30’ desde su
extraccion para garantizar las correcta evaluacion de la prueba. Los resultados
obtenidos se compararon con los facilitados por bio-techne, considerandose
alterados aquellos que se situaban fuera de ese rango predeterminado. Los rangos de

normalidad y media se muestran en la tabla 5.5.3.3.

Tabla 5.5.3.3. Valores medios y rangos de normalidad para cada test aportados por

Bio-Techne.
Test Media (pg/mL) (DE) Rango de normalidad (pg/mL)
E-selectina 27.618 (12.214) 11.298-49.085
VCAM-1 668.967 (170.385) 321.648-879.975
ICAM-1 343.871 (96.653) 160.056-473.867

DE: desviacion estandar.

d) Sistema del complemento:
Para el estudio del complemento se determinaron los niveles plasmaticos de C3 y
C4 y del factor C5b9s, punto de unidén de las 3 vias por las que se puede activar el
sistema (via clasica, alternativa y de las lectinas). Los niveles de C3 y C4 se

determinaron de forma rutinaria en el laboratorio de inmunologia mediante
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nefelometria, con un analizador BN II System (Siemens Healthineers), mientras que
para los niveles de C5b9s se utilizé un test de ELISA MicroVue C5b-9 Plus (de
MicroVue ™, Quidel Corporation, San Diego, EE. UU.). Este test utiliza plasma
sanguineo citrado, para cuyo procesado se siguieron las recomendaciones de Quidel.
Los resultados obtenidos fueron comparados con los valores considerados dentro de
la normalidad por el laboratorio de inmunologia (127-303 ng/mL), estableciendo

como alterados aquellos que se situaban fuera de este rango.

e) Grupo sanguineo y factor Rh:
La determinacion del grupo sanguineo y factor Rh se realizé de forma rutinaria en

el Banco de Sangre y Tejidos del H. Universitario Vall d’Hebron de Barcelona.

4. Capilaroscopia periungueal cualitativa:

Para la valoracion de la microcirculacion se estudiaron los pliegues periungueales
utilizando un videocapilaroscopio digital Optilia (Optilia Instruments AB, Sollentuna,
Suecia), con un aumento de lente de 200x y una ldmpara LED. La prueba la realiz6 un
médico referente en la técnica del servicio de medicina interna, quien desconocia las
manifestaciones clinicas de los pacientes. Los sujetos a estudio fueron aclimatados
durante al menos 20 minutos a una temperatura ambiente de 20-24°C antes de realizar
la técnica. La CPU se realizd con un gotero de aceite de inmersion y un adaptador de
contacto y se estudi6 desde el segundo al quinto dedo de ambas manos. Se usé el
software Optipix Lite (Optilia Instruments AB) para la visualizacion de imagenes

consecutivas de 1 mm de ancho de los capilares de primera linea.
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La CPU cualitativa se llevé a cabo de acuerdo con las siguientes definiciones:
pérdida capilar, definida como la existencia de areas avasculares; capilar agrandado,
cuando hay un aumento en el diametro capilar >20 um; megacapilar, si presentan una
dilatacion capilar >50 pum; microhemorragia, cuando se observan depdsitos de
hemosiderina distal; capilares tortuosos, vistos como rizados sin cruz; y
neoangiogénesis, cuando se observan capilares ramificados, extrafios, tupidos,
desorganizados, ramificados o arborizados. Para el analisis cualitativo de los hallazgos,
se usaron los patrones de capilaroscopia de Cutolo et al/ (normal, temprano, activo y
tardio) (145), correlacionados con la evolucion de la microangiopatia en la

esclerodermia (146).

5. Analisis estadistico:

Las variables se clasificaron en cualitativas o cuantitativas segin sus caracteristicas.
Inicialmente se realizd un estudio descriptivo. Las variables cualitativas fueron
expresadas en forma de proporcion, mientras que las variables continuas fueron
expresadas como media y desviacion estandar (DE) si presentaban una distribucion
normal o bien como mediana y rango intercuartilico en caso contrario. Para el analisis
de las variables categoricas se utilizo el test exacto de Fisher o chi-cuadrado. Para las
variables cuantitativas continuas de distribucion normal se utiliz6 la prueba t de
Student-Fisher, mientras que en variables cuantitativas que no siguieran una
distribucion normal se utilizd la prueba U-Mann-Whitney. Se utilizé el test de
normalidad de Shapiro-Wilk para evaluar la distribucion de las distintas variables
cuantitativas. Los intervalos de confianza del 95% se calcularon en aquellos casos que
se considerd apropiado. Se realizo un estudio de regresion logistica en el que se

incluyeron aquellas variables con significacion estadistica en el estudio bivariado. El
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analisis estadistico se realiz6 utilizando SPSS Statistics 28.0.1.1 (Inc., Chicago, EE.

UU.). La significacion estadistica se considerdé como un valor p inferior a 0.05.
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5. RESULTADOS



5.1. Estudio 1: ANALISIS DE LA MICROCIRCULACION EN PACIENTES

CON SINDROME DE BEHCET MEDIANTE CAPILAROSCOPIA

PERIUNGUEAL: ESTUDIO DESCRIPTIVO Y ASOCIACION FENOTIPICA.

Caracteristicas clinico-epidemiologicas:

Se realiz6 un estudio transversal observacional en el que se incluyeron 65 pacientes,
previo consentimiento informado, de los 71 que realizaban seguimiento activo en la
Unidad de Enfermedad de Autoinmunes Sistémica del servicio de Medicina Interna del
Hospital Universitario Vall d’Hebron de Barcelona. Las principales caracteristicas

demogréficas estan representadas en la Tabla 6.1.1.

La edad media de los sujetos incluidos al momento del diagnostico fue de 30,3
afios, con un tiempo medio desde el inicio de los sintomas hasta el diagnostico de 2,73
afos. El 52,3% de los pacientes fueron hombres. El 84,6% era de etnia caucésica, el
10,8% norteafricana, el 3,1% asiatica y el 1,5% latina. La edad media de los sujetos al

momento de la CPU fue de 45,25 afios (DE + 14,01), como se muestra en la Tabla 6.1.1.

El 23,1% de los sujetos presentaba factores de riesgo cardiovascular. Unicamente el
4,6% presentaba diabetes y un 40,7% eran ex fumadores o fumadores activos a la
entrada en el estudio. Los antecedentes familiares se analizaron hasta el segundo grado
de parentesco. Solamente un paciente tenia antecedentes familiares de SB, mientras que

4 presentaban antecedentes de alguna otra enfermedad autoinmune sistémica.
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Tabla 6.1.1. Descripcion demografica de la cohorte.

Variables demograficas

Edad media al diagnostico, afios (DE) 30,37 (x10,05)
Retraso medio en el diagnostico, afios (DE) 2,73 (+4,85)
Sexo, n (%)
Masculino 34 (52,3%)
Femenino 31 (47,7%)
Etnia
Caucasica, n (%) 55 (84,6%)
Norteafricana, n (%) 7 (10,8%)
Asiatica, n (%) 2 (3,1%)
Latina, n (%) 1(1,5%)
FRCV, n (%) 15 (23,1%)
HTA, n (%) 10 (15,4%)
Diabetes mellitus, n (%) 3 (4,6%)
Dislipidemia, n (%) 10 (15,4%)
Habito tabaquico
No fumador, n (%) 38 (59,3%)
Exfumador, n (%) 12 (18,8%)
Fumador activo, n (%) 14 (21,9%)
Antecedentes familiares
SB, n (%) 1(1,5%)
Enfermedad autoinmune sistémica 4 (6,2%)

relacionada con tejido conectivo, n (%)

DE: desviacion estandar. FRCV: factores de riesgo cardiovasculares. HTA: hipertension arterial.

La prevalencia de las manifestaciones clinicas de la cohorte estudiada se asemeja a
la descrita en otras publicaciones (Tabla 6.1.2), salvo por una mayor incidencia de
manifestaciones neuroldgicas. El 98,5% de los sujetos presentd ulceras mucosas y el
69,2% orales y genitales. Hasta un 81,5% de los pacientes manifestd sintomatologia
cutanea, siendo la pseudofoliculitis la mas prevalente. Las manifestaciones
oftalmologica, gastrointestinal y neuroldgica estuvieron presentes en el 41,5%, 12,3% y

27,7% de los pacientes incluidos, respectivamente.
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En cuanto a las manifestaciones vasculares, hasta un 36,9% de los sujetos presento,
en algin momento de su enfermedad, afectacion vascular, siendo la TFS (20%) y la
TVP de extremidades (13,8%) las manifestaciones mas frecuentes. Menos frecuentes
fueron los aneurismas del sistema arterial pulmonar y la vasculitis de gran vaso,

presentes en el 3,1% en ambos casos.

De los criterios clasificatorios de SB, el 75,4% y el 100% de los sujetos cumplian
los criterios de clasificacion del International Study Group for Behget’s disease
(ISGBD) de 1990 y del International Criteria for Behget’s Disease (ICBD) de 2014,

respectivamente.

Fuera del espectro clinico habitual asociado a la enfermedad, hasta un 29,2%

presentd durante el seguimiento manifestaciones clinicas poco frecuentes del SB

(orquitis de repeticion, pericarditis, mononeuritis y nefropatia por IgA).
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Tabla 6.1.2. Caracteristicas clinicas de la cohorte.

Manifestaciones Prevalencia, n (%)
Ulceras mucocutineas 64 (98,5%)
Unicamente AO 19 (29,2%)
Ulceras orales y genitales 45 (69,2%)
Ulceras en otras localizaciones 10 (15,4%)
Manifestaciones cutineas 53 (81,5%)
EN 29 (44,6%)
Pseudofoliculitis 43 (66,2%)
Vasculitis cutanea 4 (6,2%)
Manifestaciones oculares 27 (41,5%)
Uveitis anterior unilateral 12 (18,5%)
Uveitis anterior bilateral 4(6,2%)
Uveitis posterior unilateral 5(7,7%)
Uveitis posterior bilateral 1 (1,5%)
Panuveitis unilateral 5(7,7%)
Panuveitis bilateral 8 (12,3%)
Vasculitis retiniana unilateral 6 (9,2%)
Vasculitis retiniana bilateral 6 (9,2%)
Manifestaciones articulares 44 (67,7%)
Monoartritis 16 (24,6%)
Oligoartritis 10 (15,4%)
Poliartritis 5(7,7%)
Artralgias 31 (47,7%)
Manifestaciones neurolégicas 18 (27,7%)
Meningoencefalitis aséptica 5(7,7%)
Lesion desmielinizante 8 (12,3%)
Hipertension endocraneal 4(6,2%)
Trombosis de senos venosos 3 (4,6%)
cerebrales
Manifestaciones vasculares 24 (36,9%)
TFS 13 (20%)
TVP en extremidades 9 (13,8%)
TEP 5(7,7%)
TVP en otra localizacién” 7 (10,8%)
Aneurismas en arterias pulmonares 2 (3,1%)
Vasculitis de gran vaso 2 (3,1%)
Manifestaciones digestivas 8 (12,3%)
Afectacion esofagica 1 (1,5%)
Afectacion intestino delgado 6 (9,2%)
Colon 5(7,7%)
HLA-B51 32 (49,2%)
Criterios diagnosticos
ISG for Behget'’s disease de 1990 49 (75,4%)
ICBD de 2014 65 (100%)

ICBD: international criteria for Behget Disease. ISG: international study group. TEP: tromboembolismo pulmonar. TVP: trombosis
venosa profunda.
* Trombosis venosa profunda en cualquier localizacion excepto extremidades y TEP (incluyendo las trombosis de senos venosos

centrales).
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Como aspectos clinicos relevantes en el estudio, se recogié la presencia de
fenomeno de Raynaud y ANA. Se observd que el 12,3% de los pacientes (n = 8)
presentaba fenomeno de Raynaud al momento de la inclusion. Para la determinacion de
ANA, se consider6 un resultado positivo segin la definicion del apartado de la
metodologia (titulos de ANA mayores de 1/80 en una o mas determinaciones).
Unicamente no se pudo determinar la presencia de ANA en un paciente, que fallecid
durante el seguimiento. Asi, se observo que el 53,8% de los pacientes (n = 35) incluidos

en el estudio habian presentado ANA en algun momento del seguimiento.

En la Tabla 6.1.3 se muestran los distintos farmacos que los pacientes habian
recibido hasta el momento de la inclusion. Destacan la colchicina y los glucocorticoides
como farmacos mas utilizados, con un 83,1% y 87,7%, respectivamente. En cuanto a los
DMARDS, el mas utilizado fue la azatioprina, en un 56,9% de los pacientes, seguido de
la ciclosporina A, en un 30,8%. La terapia bioldgica con antagonistas del TNF fue
necesaria en el 13,8% (n = 9) de los sujetos incluidos. El tratamiento anticoagulante se
utilizoé en el 29,2% (n = 19) de los pacientes, de los cuales, el 9,2% (n = 6) atn la

realizaba al momento de la inclusion.
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Tabla 6.1.3. Tratamientos realizados hasta el momento de la inclusion.

Farmacos |Prevalencia, n (%)
Colchicina 54 (83,1%)
Glucocorticoides 57 (87,7%)
Clorambucilo 3 (4,6%)
DMARDS
Talidomida 5(7,7%)
Ciclosporina A 20 (30,8%)
Azatioprina 37 (56,9%)
Micofenolato 3 (4,6%)
Metotrexato 2 (3,1%)
Tacrolimus 1(1,5%)
Ciclofosfamida 3 (4,6%)
Anti-TNF 9 (13,8%)
Infliximab 5(7,7%)
Adalimumab 4 (6,2%)
Anticoagulacion 19 (29,2%)
Heparina 14 (21,5%)
Antagonista de la vitamina K 15 (23,1%)
Anticoagulacion al momento de la inclusion 6 (9,2%)

Los resultados de la CPU se basaron en las definiciones establecidas previamente,
mientras que para el analisis de los hallazgos se usaron los patrones de CPU de Cutolo
et al. Se observd que el 47,7% (n = 31) presentaba al menos una alteracion cualitativa
en el momento de la CPU y el 15,4% (n = 10) presentaba =2. Las alteraciones
capilaroscopicas cualitativas mas frecuentemente observadas fueron las tortuosidades y
las ramificaciones, presentes en el 21,5% (n = 14) de los pacientes en ambos casos.
Cabe destacar que unicamente el 28,6% (n = 4) de estos pacientes presentaba
concomitantemente ambas alteraciones. De la cohorte estudiada, solo 2 sujetos
presentaban megacapilares, y 8, microhemorragias, sin que se asociaran a fendmeno de
Raynaud ni cumplir criterios de otra enfermedad autoinmune sistémica. No se observo
desestructuracion ni pérdida capilar en ningln sujeto. Se considero un patréon normal en
el 78,5% (n = 51) de los casos, mientras que en el 21,5% (n = 14) se determind un

patron alterado. El resumen de resultados se muestra en la Tabla 6.1.4.
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Tabla 6.1.4. Prevalencia de las alteraciones cualitativas en la CPU y analisis del patron

capilaroscopico.

CPU Prevalencia, n (%)

Presencia de alteraciones cualitativas

al menos 1 alteracion 31 (47,7%)
=2 alteraciones 10 (15,4%)
Tipos de alteraciones cualitativas
Dilatacion capilar 5(7,7%)
Megacapilares 2 (3,1%)
Hemorragias 8 (12,3%)
Tortuosidades 14 (21,5%)
Ramificaciones 14 (21,5%)
Desestructuracion 0
Pérdida capilar 0
Patron
Normal 51 (78,5%)
Alterado 14 (21,5%)

No encontramos asociacion entre las alteraciones cualitativas en la CPU y las
caracteristicas demograficas de los pacientes. Al analizar las manifestaciones segun el
organo afecto, unicamente encontramos asociacion estadisticamente significativa entre
la afectacion vascular y la presencia de =2 alteraciones en la CPU (OR de 5,21, IC 95%:

1,2 - 22,64, p=0,031).

Al analizar las alteraciones en la CPU vy las distintas manifestaciones vasculares,
observamos asociacion entre haber presentado un evento trombotico y la presencia de
=2 alteraciones en la CPU (OR 6,22, IC 95%: 1,42-27,25, p=0,024), especialmente si la
trombosis era en territorio venoso, independientemente del tipo y la localizacion de la
misma (OR 6,83, IC 95%: 1,55-30,08, p=0,01). Al analizar de forma individualizada las

manifestaciones tromboticas, encontramos asociacion entre haber presentado TFS y la
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presencia de =2 alteraciones en la CPU (OR 10,28, IC 95%: 2,31-45,87, p=0,003). El

resto de resultados se muestran en la Tabla 6.1.5.

Tabla 6.1.5. Analisis de las manifestaciones vasculares y la presencia de =2 alteraciones

en la CPU.
Presencia de =2 alteraciones en la CPU Significacion
Manifestaciones vasculares
SI NO ()
Evento trombdtico (arterial o
7 (10,8%) 15 (27,3%) 0,024
venoso), n (%)
Evento trombotico venoso, n (%) 7 (10,8%) 14 (21,5%) 0,01
TFES, n (%) 6 7 (10,8%) 0,003
TVP extremidades, n (%) 2 7 (10,8%) 0,61
TEP, n (%) 0 5
Trombosis venosa en otra,
. 2 (3,2%) 5(7,7%) 0,29
localizacion , n (%)
Aneurismas en territorio
0 2 (3,2%)
arterial pulmonar, n (%)
Vasculitis sin trombosis, n (%) 0 2 (3,2%)

* Trombosis venosa profunda en cualquier localizacién que no sea extremidades y TEP (incluidas las trombosis de senos venosos

centrales).

Cuando analizamos de forma individualizada las alteraciones cualitativas de la
CPU, no encontramos relaciéon con el territorio vascular afectado o el tipo de evento
trombotico (arterial o venoso). En cambio, se observo asociacion entre la presencia de
ramificaciones y tortuosidades y haber presentado TFS (OR 4,71, IC 95%: 1,25-17,74,
p=0,025, en ambos casos). En el resto de manifestaciones vasculares no se observo

asociacion con la presencia de alteraciones en la CPU (Tabla 6.1.6).
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Tabla 6.1.6. Prevalencia y andlisis individualizado de las alteraciones cualitativas en la

CPU y las manifestaciones vasculares.

Dilatacion
Megacapilares | Hemorragias Tortuosidades | Ramificaciones
capilar
Manifestacion vascular
Si No Si No Si No Si No Si No
2 11 2 11 6 7 6 7
TFS, n (%) 0 13
3,1% 16,9% 3,1% | 16,9% | 9,2% | 10,8% | 9,2% | 10,8%
0,259 1 0,655 0,025 0,025 P
2 7 2 7 2 7 1 8
TVP en extremidades, n (%) 0 9
3,1% 10,8% 3,1% | 10,8% | 3,1% | 10,8% | 1,5% | 12,3%
0,137 1 0,305 1 0,67 P
1 4 1 4 1 4
TEP, n (%) 0 5 0 5
1,5% | 6,2% 1,5% | 6,2% 1,5% 6,2%
1 0,149 1 1 1 P
TVP en otra localizacion, n 1 6 0 ; 1 6 3 4 1 6
(%) 1,5% 9,2% 1,5% | 9,2% | 4,6% | 6,2% 1,5% 9,2%
0,445 1 1 0,164 1 P
Aneurismas en a. 1 1
0 2 0 2 0 2 0 2
Pulmonares, n (%) 1,5% 1,5%
1 1 1 0,387 1 p
Vasculitis®, n (%) 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
1 1 1 1 1 p

Para el analisis del patron capilaroscopico se usaron los patrones de Cutolo et al,
correlacionados con la evolucion de la microangiopatia en la esclerodermia (146) y que
no se han utilizado hasta la fecha en el analisis de pacientes con SB. Encontramos
asociacion estadistica entre haber presentado afectacion exclusivamente en territorio
venoso y un patron inespecifico en la CPU (OR 4,84, IC 95%: 1,38-16,94, p=0,018).
Las manifestaciones tromboticas, independientemente del tipo (arterial o venosa),
presentaron una tendencia no significativa (p=0,056), mientras que cuando analizamos
las trombosis exclusivamente venosas, independientemente del tipo y la localizacion,
observamos asociacion estadistica con la alteracion del patron capilaroscopico (OR

3,89, IC 95%: 1,13-13,35, p=0,049). De forma individualizada, la TFS también mostrd
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relacion con un patréon inespecifico en la CPU (OR 4,71, IC 95%: 1,25-17,74, p=0,025).

El resto de resultados se exponen en la Tabla 6.1.7.

Tabla 6.1.7. Correlacion de las manifestaciones vasculares y un patron capilaroscopico

alterado.

Manifestacion Patron inespecifico, n (%) Significacion (p)
TFS 6 (9,2%) 0,025
TVP en extremidades 3 (4,6%) 0,392
TEP 2 (3,1%) 0,292
Trombosis venosa en otra 2 (3,1%) 0,638
localizacion”
Aneurismas pulmonares 0 1
Vasculitis 0 1

"Trombosis venosa profunda no localizada en extremidades ni TEP

Posteriormente, analizamos los resultados de la CPU en el subgrupo de pacientes

con fendmeno de Raynaud, sin encontrar asociacion con las alteraciones cualitativas en

la CPU ni con un patrén capilaroscopico alterado (Tabla 6.1.8).
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Tabla 6.1.8. Resultados del analisis de sujetos con fenémeno de Raynaud y alteraciones

en la CPU.
Fenémeno de Raynaud | Significacion
CPU
Si No (p)
1 4
Si
1,5% 6,2%
Dilatacion, n (%) 0,493
7 53
No
10,8% 81,5%
1 1
Si
1,5% 1,5%
Megacapilar, n (%) 0,233
7 56
No
10,8% 86,2%
3 5
Si
4,6% 7,7%
Hemorragia, n (%) 0,052
5 52
No
7,7% 80%
14
Si 0
21,5%
Tortuosidad, n (%) 0,185
8 43
No
12,3% 66,2%
14
Si 0
21,5%
Ramificacion, n (%) 0,185
8 43
No
12,3% 66,2%
2 12
Si
3,1% 18,5%
Patron capilaroscopico, n (%) 1
6 45
No
9,2% 69,2%

Finalmente, los pacientes con SB y al menos 1 alteracion cualitativa en la CPU
presentaban con mas frecuencia ANA (OR 5,03, IC 95%: 1,72-14,7, p=0,003), mientras
que no existia asociacion con la presencia de =2 alteraciones (p=0,327). De forma
individualizada, no encontramos asociacion con las alteraciones cualitativas en la CPU,
con una tendencia no significativa a presentar ANA y la visualizacién de hemorragias
(p=0,063) y ramificaciones (p=0,067) (Tabla 6.1.9). Tampoco observamos relacion

entre el patron capilaroscopico y la presencia de ANA.
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Tabla 6.1.9. Analisis de la presencia de ANA vy las alteraciones en la CPU y el patron

capilaroscopico.
ANA Significacion
CPU
Si No p
3 2
Si
4,7% 3,1%
Dilatacion, n (%) 1
N 32 27
[
50% | 42,2%
1 1
Si
1,6% 1,6%
Megacapilar, n (%) 1
N 34 28
[
53,1% | 43,8%
7 1
Si
10,9% | 1,6%
Hemorragia, n (%) 0,063
N 28 28
o
43,8% | 43.,8%
10 4
Si
15,6% | 6,3%
Tortuosidad, n (%) 0,226
N 25 25
[
39,1% | 39,1%
11 3
Si
172% | 4,7%
Ramificacion, n (%) 0,067
N 24 26
[
37,5% | 40,6%
9 5
Si
14,1% | 7.8%
Patron capilaroscopico, n (%) 0,547
N 26 24
[
40,6% | 37,5%

No encontramos asociacion entre el fenomeno de Raynaud y la presencia de
ANA (Tabla 6.1.10), asi como tampoco entre las diferentes manifestaciones vasculares,
el fenomeno de Raynaud y la presencia de ANA y las alteraciones en la CPU y el

patron.

Tabla 6.1.10. Correlacién entre la presencia de ANA y fenémeno de Raynaud.

ANA Significacion
Si No @)
4 4
Si
6,3% 6,3%
Fenomeno de Raynaud, n (%) 1
31 25
No
48,4% | 39,1%
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5.2. ESTUDIO 2: ESTUDIO DE INMUNOTROMBOSIS EN EL SINDROME DE

BEHCET: ANALISIS DEL ESTADO DE LA COAGULACION Y PAPEL DEL

GRUPO SANGUINEO Y DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO.

CORRELACION CON LA ACTIVACION DEL ENDOTELIO Y EL FENOTIPO

CLINICO.

Caracteristicas clinico-epidemiologicas:

Se realiz6 un estudio transversal observacional en el que se incluyeron 55 pacientes,
previo consentimiento informado. Por problemas técnicos, Unicamente se pudieron
incluir en el andlisis final 49 sujetos a los que se les realizaron las pruebas de
laboratorio a estudio. Las muestras sanguineas se recogieron a lo largo de un periodo
aproximado de 8 meses (entre noviembre de 2021 y junio de 2022). Las principales

caracteristicas demograficas se muestran en la Tabla 6.2.1.

La edad media al momento del diagnostico de los sujetos incluidos fue de 30,8
afios, con un tiempo medio desde el inicio de los sintomas hasta el diagnostico de 2,34
afios. El 61,2% de los pacientes incluidos fueron hombres. La edad media de los sujetos
al momento del estudio fue de 47,2 + 13,05 afios, siendo en hombres de 44,43 + 12,43
afios y en mujeres de 51,58 = 13,12 afios, sin que esta diferencia de edad fuera
estadisticamente significativa. El 77,7% de los pacientes incluidos eran de etnia

caucasica, el 16,3% norteafricana, el 4,1% asiatica y el 2% latina.

El 22,4% de los pacientes presentaba factores de riesgo cardiovascular. La HTA
estaba presente en el 18,4% de los sujetos, mientras que un 4,1% y un 12,2%

presentaban diabetes mellitus y dislipidemia, respectivamente. En cuanto al habito
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tabaquico, un 42,8% de los pacientes habia sido o eran fumadores activos al momento
del estudio. Ademads, recogimos la prevalencia de pacientes en tratamiento con
anticonceptivos bifasicos o estrogénicos, observando que un 21,1% de las mujeres

(8,2% del total de la muestra) recibia este tratamiento al momento del estudio.

En cuanto a los antecedentes familiares, se analizaron hasta el segundo grado de

parentesco, presentando 1 paciente antecedentes de SB y 3 pacientes alguna otra

enfermedad autoinmune sistémica.

Tabla 6.2.1. Descripcion demografica de la cohorte.

Variables demograficas

Edad media al diagnoéstico en afios (DE) 30,8 (+9,58)
Retraso medio en el diagnéstico, aiios (DE) 2,34 (+4,81)
Edad media al estudio, afios (DE) 47,2 (x13,05)
Sexo, n (%)
Masculino 30 (61,2%)
Femenino 19 (38,8%)
Etnia, n (%)
Caucasica 38 (77,6%)
Norteafricana 8 (16,3%)
Asiatica 2 (4,1%)
Latina 1 (2%)
FRCV, n (%) 11 (22,4%)
HTA 9 (18,4%)
Diabetes mellitus 2 (4,1%)
Dislipidemia 6 (12,2%)
Habito tabaquico
No fumador 27 (55,1%)
Exfumador 8 (16,3%)
Fumador activo 13 (26,5%)
Anticonceptivos 4 (8,2%)
Antecedentes familiares, n (%)
SB 1 (2%)
Enfermedad autoinmune sistémica relacionada con el tejido conectivo 3 (6,1%)

DE: desviacion estandar. FRCV: factores de riesgo cardiovasculares. HTA: hipertension arterial.

La prevalencia de las manifestaciones clinicas de los pacientes incluidos se asemejo

bastante a la descrita en otras publicaciones (Tabla 6.2.2), presentando la cohorte
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estudiada una mayor frecuencia de manifestaciones articulares y neurologicas con
respecto a otras series publicadas. El 98% de los pacientes habia presentado ulceras
mucosas previamente a la inclusion. En el 30,6% de los sujetos, las ulceras se
presentaron Unicamente en mucosa oral, mientras que en el 67,3% fueron orales y
genitales. La siguiente manifestacion mas frecuente fue la cutanea, presente en el 81,6%
de los pacientes, siendo la pseudofoliculitis la més prevalente, observada en el 69,4% de
los sujetos. La afectacion articular se presentd en el 69,4% de los casos. Las
manifestaciones oftalmoldgicas, gastrointestinales y neurologicas estuvieron presentes

en el 44,9%, el 12,2% y el 28,6% de los pacientes incluidos, respectivamente.

Las manifestaciones vasculares se presentaron en algun momento de la enfermedad
en un 38,8% de los sujetos, siendo la prevalencia en hombres del 40% y en mujeres del
36,8%. La TFS (22,4%) y la TVP de extremidades (14,3%) fueron las manifestaciones
mas frecuentes. Poco frecuentes fueron la presencia de aneurismas arteriales
pulmonares y la vasculitis de gran vaso, presentes en el 2% (n=1) y 4,1% (n = 2) de los

sujetos estudiados, respectivamente.

El 46,8% de los sujetos eran portadores del alelo HLA-B51. De los criterios
clasificatorios de la enfermedad, el 75,5% cumplia los criterios de clasificacion del
International Study Group for Behget’s disease de 1990, y el 100% del International

Criteria for Behget’s Disease de 2014.

Fuera del espectro clinico habitual asociado a la enfermedad, un 24,5% presentd
manifestaciones poco frecuentes o raras en el SB, como orquitis de repeticion,

pericarditis, mononeuritis y nefropatia por IgA.
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Tabla 6.2.2. Prevalencia de las manifestaciones tipicas del SB en la cohorte estudiada.

Caracteristicas clinicas Prevalencia, n (%)
Ulceras mucosas 48 (98%)
Unicamente AO 15 (30,6%)
Ulceras orales y genitales 33 (67,3%)
Ulceras en otras localizaciones 6 (12,2%)
Manifestaciones cutineas 40 (81,6%)
EN 21 (42,9%)
Pseudofoliculitis 34 (69,4%)
Vasculitis cutanea 2 (4,1%)
Manifestaciones oculares 22 (44,9%)
Uveitis anterior unilateral 8 (16,3%)
Uveitis anterior bilateral 4 (8,2%)
Uveitis posterior unilateral 3 (6,1%)
Uveitis posterior bilateral 1 (2%)
Panuveitis unilateral 4 (8,2%)
Panuveitis bilateral 6 (12,2%)
Vasculitis retiniana unilateral 3 (6,1%)
Vasculitis retiniana bilateral 5(10,2%)
Manifestaciones articulares 34 (69,4%)
Monoartritis 13 (26,5%)
Oligoartritis 7 (14,3%)
Poliartritis 5(10,2%)
Artralgias 23 (46,9%)
Manifestaciones neurolégicas 14 (28,6%)
Meningoencefalitis aséptica 4 (8,2%)
Lesion desmielinizante 5(10,2%)
Hipertension endocraneal 4 (8,2%)
TSVC 3(6,1%)
Manifestaciones vasculares 19 (38,8%)
Trombosis arterial y venosa 17 (34,7%)
TFS 11 (22,4%)
TVP en extremidades 7 (14,3%)
TEP 2 (4,1%)
TVP en otra localizacion 5(10,2%)
Aneurismas pulmonares 1 (2%)
Vasculitis de gran vaso 2 (4,1%)
Manifestaciones digestivas 6 (12,2%)
Afectacion esofagica 1 (2%)
Afectacion intestino delgado 6 (12,2%)
Colon 3 (6,1%)
HLA-B51 (n =47) 22 (46,8%)
Criterios diagnosticos
ISG for Behget’s disease de 1990 37 (75,5%)
ICBD de 2014 49 (100%)

ICBD: international criteria for Behget Disease. ISG: international study group. TEP: tromboembolismo pulmonar. TFS:

tromboflebitis superficial. TSVC: trombosis de senos venosos cerebrales. TVP: trombosis venosa profunda.
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En la Tabla 6.2.3 se muestran el estado del paciente al momento del estudio y la
terapia recibida. Se observo que el 79,6% de los pacientes incluidos estaba en remision,
con un 38,8% de sujetos en tratamiento inmunosupresor, segun la definicion descrita en
el apartado de metodologia. Los farmacos mas frecuentemente recibidos hasta del
estudio fueron la colchicina (85,7%) y los glucocorticoides (87,8%). Dentro de los
DMARDS, la azatioprina fue el farmaco més administrado (59,2%), mientras que la
terapia bioldgica con anti-TNF fue necesaria en el 10,2% de los pacientes. Un 28,6% de
los sujetos recibi6 terapia anticoagulante en alguin momento, estando el 10,2% atin con

tratamiento descoagulante al momento del estudio.

Tabla 6.2.3. Situacion clinica al momento de la inclusion y prevalencia de pacientes en

tratamiento inmunosupresor y farmacos recibidos. Prevalencia de anticoagulacion.

Variable | Prevalencia, n (%)

Situacion clinica al momento del estudio

En remision 39 (79,6%)
En brote 10 (20,4%)
Pacientes con tratamiento inmunosupresor 19 (38,8%)

Prevalencia terapia utilizada:

Colchicina 42 (85,7%)
Glucocorticoides 43 (87,8%)
Clorambucilo 2 (4,1%)
Apremilast 1 (2%)
Talidomida 3 (6,1%)
DMARDS
Ciclosporina A 15 (30,6%)
Azatioprina 29 (59,2%)
Metotrexato 1 (2%)
Ciclofosfamida 1 (2%)
Anti-TNF 5(10,2%)
Infliximab 1 (2%)
Adalimumab 4 (8,2%)
Tratamiento anticoagulante 14 (28,6%)
Heparina 11 (22,4%)
Antagonista de la vitamina K 11 (22,4%)
Anticoagulacion al momento de la inclusién 5(10,2%)
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En la Tabla 6.2.4 se pueden ver los resultados de las principales variables analiticas
analizadas en el momento del estudio, incluido el estudio basico de coagulacion, con

TP, TTPA y valores de fibrinégeno.

Tabla 6.2.4. Caracteristicas analiticas de los pacientes al momento del estudio.

Variable Media + DE
Hemoglobina (g/dL) 14,62 + 1,31
Leucocitos (x10°/L) 7,28 2,45
Plaquetas (x10°/L) 243 + 54,63
Velocidad de sedimentacion globular (mm/h) 22,96 = 18,7
Fribrindgeno (g/L) 4,09 = 0,47
TP (s) 11,47 = 1,73
TTPA (s) 31,9 £ 3,13
Vitamina B12 (pg/mL) 410,94 = 167,29
Acido félico (ng/mL) 7,24 = 424
Homocisteina (umol/L) 10,48 + 2,43
Lipoproteina A (mg/dL) 31,71 = 37,13
Colesterol total (mg/dL) 202,88 + 36,5
HDL (mg/dL) 59,06 + 13,92
LDL (mg/dL) 121,47 = 34,4
Proteina C reactiva (mg/dL) 0,37 £ 0,47
Gammaglobulinas (%) 14,47 + 2,46

En aquellos pacientes con manifestaciones vasculares trombdticas, se recogio,
retrospectivamente, el estudio de factores de riesgo asociados con eventos tromboticos
(mutacioén del gen del factor V de Leiden o del gen de la protrombina G20210A, niveles
de actividad de la proteina C y S, entre otros). Unicamente un paciente presentaba

mutacion para el factor V de Leiden.

Para el estudio del estado de la coagulacion se realizdo un analisis viscoelastico

mediante la técnica ROTEM utilizando los test NATEM, INTEM y EXTEM, como se
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ha descrito en el apartado de metodologia. Se calcularon media y DE y mediana y
cuartil segun el caso, de los pardmetros relacionados con la trombosis: CT, CFT, angulo

a y MCF (Tabla 6.2.5). Los datos obtenidos se hallaron dentro del rango de normalidad,

segun los valores aportados por Werfen.

Tabla 6.2.5. Resultados de la técnica ROTEM: test NATEM, INTEM y EXTEM.

ROTEM Media + DE Valores de normalidad

NATEM

CT,s 580,88 = 111,93 300-1000

CFT, s 169 (137-198,5) 150-700

Angulo a, © 58,73 7,34 30-70

A20, mm 56,65 + 4,98 35-60

LI30, % 99,96 = 0,2

MCF, mm 59,24 + 4,59 40-65
INTEM

CT,s 208,39 = 20,51 100-240

CFT, s 89 (78,5-106) 30-110

Angulo a, © 72 (69-74) 70-83

A20, mm 62,18 £ 4,31 50-71

LI30, % 99,84 + 0,47

MCF, mm 63,47 £ 4,20 50-72
EXTEM

CT,s 79 (72,5-87) 38-79

CFT, s 106 (96-132,5) 34-159

Angulo a, © 69 (64-71) 63-83

A20, mm 60,49 = 4,49 50-71

LI30, % 99,98 + 0,14

MCF, mm 63 (59,5-65) 50-72

Los resultados estan expresados en media + DE y mediana y rango (percentil 25%-75%) segun su distribucion, normal o no.

Simultaneamente, se determind la presencia de AL, Ac IgG e IgM anticardiolipina y

B-2 glicoproteina I; el grupo sanguineo; los niveles del factor VIII y FvW de la
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coagulacién, los niveles de C3, C4 y C5b9s del sistema del complemento y la E-
selectina, [CAM-1 y VCAM-1 y se calcularon la media y DE o mediana y rango, segin

su distribucion. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.2.6.

Observamos como el 6,1% de los pacientes presentaban AL en la muestra de
estudio, mientras que un 12,2% presentaba algun anticuerpo relacionado con el
sindrome antifosfolipido. Unicamente en un caso se observo niveles superiores a dos
veces el valor de la normalidad. El Ac mas prevalente resultd el Ac anticardiolipina IgG

(6,1%).

En cuanto al grupo sanguineo, en nuestra cohorte de pacientes predominé el grupo
A (44,9%), seguido del grupo 0 (36,7%). El 12,2% vy el 6,1% fueron del grupo
sanguineo B y AB, respectivamente. Un 81,6% de los pacientes presentaba la proteina

Rh.

La mediana del factor VIII de la coagulacion resulté mas elevada con respecto a los
rangos establecidos como normales por el laboratorio, siendo del 157%. En cambio, la
media del FvW se hall6 dentro del rango normal, siendo del 139,28%. Las medias y
medianas del complemento C3, C4 y C5b9s, al igual que de E-selectina, VCAM-1 e
ICAM-1, se hallaron dentro del rango de valores preestablecidos como normales, segun

los diferentes test utilizados.
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Tabla 6.2.6. Descriptivo de nuestra cohorte y valores de normalidad: AL, Ac
antifosfolipido, grupo sanguineo, factor VIII y FvW de la coagulaciéon, complemento,

moléculas solubles de adhesion endotelial.

Prevalencia / Media + DE /

Variable Rango de normalidad
Mediana (rango)
AL positivo, n (%) 3 (6,1%)
Presencia Ac antifosfolipido, n (%) 6 (12,2%)
Anticardiolipina IgG, n (%) 3 (6,1%)
anticardiolipina IgM, n (%) 1 (2%)
b2 glicoproteina I IgG, n (%) 1 (2%)
b2 glicoproteina I, IgM n (%) 2 (4,1%)

Grupo sanguineo

0, n (%) 18 (36,7%)

A, n (%) 22 (44,9%)

B, n (%) 6 (12,2%)

AB, n (%) 3(6,1%)
Rh

Positivo, n (%) 40 (81,6%)

Negativo, n (%) 9 (18,4%)
Factor VIII de la coagulacion (%) 157 (130,8-181,35) 50-150
FvW (%) 139,28 + 49,2 45,6-176,3
C3 (mg/dL) 124,4 = 20,12 85-180
C4 (mg/dL) 26,77 = 7,55 10-40
C5b9s (ng/mL) 233 (173,5-291,9) 127-303
E-selectina (pg/mL) 26.807 (21.211-36.122,5) 11.298-49.085

VCAM-1 (pg/mL)
ICAM-1 (pg/mL)

586.872 (509.479,5-734.977,5)
397.023 (333.699-481.013)

321,648-879,975
160,056-473,867

Los resultados estan expresados en porcentaje si son prevalencias y en media + DE o mediana y rango (percentil 25%-75%), segiin
si la variable cuantitativa sigue una distribucion normal o no.

Al realizar el analisis univariante de los resultados, no encontramos asociacion
estadistica entre las caracteristicas demograficas clinicas o analiticas y el fenotipo
vasculo-Behget, a excepcion del alelo HLA-B51 (Tabla 6.2.7), que en nuestra cohorte
de pacientes se presentd como un factor protector frente a manifestaciones vasculares

(OR 0,175; IC 95% 0,046-0,667, p=0,015), en particular frente a eventos tromboticos,
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independientemente del tipo (arterial o venoso) (OR 0,205; IC 95%: 0,054-0,782;
p=0,032). Esta asociacion protectora frente a manifestaciones vasculares unicamente se
encontrd en la etnia caucasica (OR 0,073; IC 95%: 0,013-0,416; p=0,002), no asi en el

resto de grupos étnicos.

Tabla 6.2.7. Asociacion entre el alelo HLA-B51 y las manifestaciones clinicas.

HLA-B51 Significacion
Manifestacion clinica
Si No (p)
, 22 24
Ulceras orogenitales, n (%) 1
(46,8%) | (51,1%)
18 20
Dermatologica, n (%) 1
(38,3%) | (42,6%)
16 16
Articular, n (%) 0,55
(34%) (34%)
13 7
Oftalmologica, n (%) 0,042
(27,7%) | (14,9%)
7 7
Neuroldgica, n (%) 1
(14,9%) | (14,9%)
4 14
Vascular, n (%) 0,015
(8,5%) | (29,8%)
1 4
Gastrointestinal, n (%) 0,35
(2,1%) | (8,5%)

Para el estudio de la coagulacion, analizamos los parametros relacionados con la
formacion del codgulo mediante la técnica ROTEM (CT, CFT, angulo o y MCF) y
medimos los niveles de los factores VIII y FvW de la coagulaciéon y C3, C4 y C5b9s del
complemento, y la concentracion de las moléculas solubles de adhesion endotelial (E-
selectina, VCAM-1 e ICAM-1) y lo correlacionamos con el fenotipo vasculo-Behget y

el grupo sanguineo.
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Al analizar los resultados obtenidos en nuestra cohorte de pacientes, no
encontramos asociacion entre las manifestaciones vasculares y el sexo, siendo la
prevalencia de la clinica vascular muy similar en ambos grupos, como se ha
mencionado previamente (en hombres, del 40%, y en mujeres, del 36,8%). Aunque
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre sexos al analizar los
pardmetros del ROTEM y los niveles de C5b9s, éstos se situaron dentro de los
parametros de la normalidad, a excepcion del NATEM-CFT y EXTEM-CT, que
estuvieron acortado en el grupo de las mujeres y alargado en el grupo de los hombres,

respectivamente, como se muestra en la Tabla 12.1 del anexo.

En relacion con el sexo de los pacientes, analizamos el efecto de la toma de
anticonceptivos en los parametros estudiados. De las 19 mujeres incluidas, el 21,1% (n
= 4) tomaba anticonceptivos al momento del estudio. Ninguna de estas pacientes habia
presentado manifestaciones vasculares previamente a la inclusion. Al comparar ambos
grupos, unicamente observamos un NATEM-MCF mas bajo de lo esperable (145s) en
aquellas pacientes que no realizaban tratamiento anticonceptivo, aunque sin diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos. El resto de valores se situd dentro

de los parametros establecidos de la normalidad.

También se analizo la edad de los pacientes al momento del estudio. Utilizamos
como punto de corte los 51 afios de edad, ya que esta es la media de edad a la que se
produce la menopausia segin la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia.
Observamos que el 61,2% de los pacientes eran menores de 51 afios. Agrupando por
sexos, los hombres menores de 51 afios suponian el 73,3%, mientras que las mujeres

eran el 42,1%, presentando una tendencia no significativa a ser de mayor edad las
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mujeres con respecto a los hombres incluidos en el estudio (p=0,061). Observamos
diferencias estadisticas entre los mayores y menores de 51 afios, pero al igual que con el
sexo, los valores se encontraban dentro de la normalidad salvo un EXTEM-CT mas
prolongado en menores de 51 afios, y mayores niveles de factor VIII de la coagulacion,

en los mayores de 51 afios (ver Tabla 12.2 del anexo).

Analizamos los resultados obtenidos segin la presencia de fenotipo vasculo-
Behget, sin encontrar asociacion con los parametros viscoelastométricos usados con la
técnica ROTEM. En cambio, encontramos correlacion entre las manifestaciones
vasculares y niveles mas elevados del FvW (p=0,03) (Tabla 6.2.8). Entre los pacientes
con eventos vasculares, también observamos niveles mas elevados de factor VIII de la
coagulacién, moléculas solubles de adhesion endotelial y de los factores del

complemento C3, C4 y C5b9s, aunque sin significacion estadistica.

Esta misma asociacion con el FvW se observo al analizar las manifestaciones
tromboticas (p=0,029), en particular las venosas (p=0,025), no asi en la afectacion
vasculitica de gran vaso, como se muestra en la Tabla 6.2.9. De forma individualizada,
unicamente hallamos correlacion entre niveles mas elevados de FvW y haber presentado
TFS (p=0,005). En el caso de la TVP en extremidades, también se encontrd esta
tendencia, aunque sin alcanzar la significacion (p=0,056). Aunque observamos niveles
mas elevados del factor VIII de la coagulacion en las diferentes manifestaciones

vasculares, no hallamos asociacion estadistica.
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Tabla 6.2.8. Correlacion de la técnica ROTEM, niveles de factor VIII y FvW, moléculas

solubles de adhesion endotelial y complemento, y las manifestaciones vasculares.

Manifestaciones vasculares Significacién
Variable
Si | No ®

NATEM

CT,s 571,68 = 117,19 586,7 = 110,1 0,65

CFT, s 182 (123-223) 167 (143,75-192,25) 0,92

Angulo a, 58,32 £ 8,95 59 6,27 0,77

MCF, mm 59,21 = 4,63 59,27 = 4,63 0,96
INTEM

CT,s 207,05 = 18,99 209,23 = 21,69 0,72

CFT, s 93 (75-116) 84,5 (78,75-105) 0,207

Angulo a, ° 70,63 = 4,31 73 (69-74) 0,191

MCF, mm 63,32 4,12 63,57 £4,32 0,84
EXTEM

CT,s 84 (73-96) 78 (71,75-85,5) 0,21

CFT, s 122 (96-140) 105 (95,75-116,5) 0,26

Angulo a, ° 66 (63-71) 69 (66,5-71) 0,28

MCF, mm 63 (59-65) 63,5 (59,75-65) 0,45
FVIII (%) 169,8 (139,8-187,4) 151,85 (113,02-178,4) 0,139
FvW (%) 158,3 = 44,04 127,24 = 49,15 0,030
E-selectina (pg/mL) 29.023 (21.776-40.185) 26.682 (20.441-33.044,5) 0,22
VCAM-1 (pg/mL) 610.562 (529.747-713.349) 574.171 (491.528-759.706) 0,52
ICAM-1 (pg/mL) 425.696 (346.800-495.069) 378.025,5 (326.139-480.214) 0,27
C3 (mg/dL) 128,08 = 22,46 122,06 = 18,51 0,31
C4 (mg/dL) 27,62 = 8,63 26,24 = 6,88 0,53
C5b9s (ng/mL) 235,2 (155,5-320) 232,5(178,5-278,02) 0,53

Los resultados estan expresados en porcentaje si son prevalencias y en media + DE o mediana y rango (percentil 25%-75%), segiin

si la variable cuantitativa sigue una distribucion normal o no.
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Tabla 6.2.9. Correlacion del FvW y el fenotipo vasculo-Behget.

Niveles de FvW (%)
| Manifestacion vascular Si No Significacion (p)
Evento trombotico (arterial y/o venoso) 160,19 + 45,46 128,17 £ 48,1 0,029
Vasculitis de gran vaso 151,85 21,99 138,74 = 50,08 0,71
TFS 175,25 + 38,85 128,87 47,29 0,005
TVP en extremidades 172,1 = 54,19 133,81 + 46,79 0,056
TEP 142,95 + 51,12 139,12 + 49,68 0,91
TVP en otra localizacion 167,8 = 58,09 136,04 = 47,78 0,17

Asi mismo, analizamos el papel del grupo sanguineo. Encontramos que los
pacientes con grupo sanguineo no O presentaban niveles mas altos de factor VIII
(p<0,001) y FvW (p<0,001) de la coagulacion. Salvo por el pardmetro INTEM-CFT,
observamos parametros sugestivos de un estado procoagulante con los test NATEM,
INTEM y EXTEM, aunque sin alcanzar la significacion estadistica en ningun caso,
como se resume en la Tabla 6.2.10. En relacion a las moléculas de adhesion endotelial,
encontramos que los pacientes del grupo sanguineo 0 presentaron niveles mas elevados,

siendo significativo en el caso de la E-Selectina (p<0,001).

Al analizar los grupos sanguineos no 0 de forma individualizada, encontramos
que los pacientes del grupo A presentaban niveles mas elevados de factor VIII
(p=0,026) y FvW (p=0,049) y niveles méas bajos de E-Selectina (p=0,007), con respecto
al resto de sujetos. En este contexto, y al igual que en pacientes con grupo sanguineo no
0, se observo como los parametros CT, CFT, angulo o y MCF de los test NATEM,
INTEM y EXTEM eran sugestivos de un estado procoagulante en los pacientes del
grupo A, aunque sin alcanzar significacion estadistica (Tabla 12.3 del anexo). En cuanto
al grupo B y AB, no hallamos correlacion con los parametros analiticos estudiados,

salvo niveles mas bajos de E-Selectina en el grupo AB (p=0,026).
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Tabla 6.2.10. Correlacion de la técnica ROTEM, niveles de factor VIII y FvW de la

coagulacion, moléculas solubles de adhesion endotelial y complemento, con el grupo

sanguineo ABO.

Grupo sanguineo Significacién
Variable
0 No 0 (p)

NATEM

CT,s 612,61 = 110,63 562,45 = 110,25 0,13

CFT, s 185 (149-214) 150 (127-192) 0,133

Angulo a, 56,44 = 8,19 60,06 = 6,58 0,09

MCF, mm 58,44 +4,21 59,71 £ 4,79 0,35
INTEM

CT,s 215,61 = 19,6 204,19 = 20,14 0,06

CFT, s 88 (78-116,25) 89 (78-103) 0,66

Angulo a, ° 72,5 (67-74,25) 72 (69-74) 0,63

MCF, mm 62,94 = 4,27 63,77 £4,2 0,51
EXTEM

CT,s 79,5 (73,5-87) 78 (71-88) 0,81

CFT, s 107,5 (95,75-134,75) 106 (96-131) 0,93

Angulo a, ° 68 (63,75-71) 69 (64-71) 0,9

MCF, mm 61,5 (59,75-65) 63 (59-65) 0,53
FVIII (%) 133,3 (103,85-154,65) 178,4 (146,7-187.,4) <0,001
FvW (%) 105,5 = 34,15 158,9 = 46,15 <0,001
E-selectina (pg/mL) 35.205 (28.998,75-41.924,75) 24.621 (19.098-32.875) <0,001
VCAM-1 (pg/mL) 598.713,5 (520.955,75-650.531,75) 576.207 (492.199-769.673) 0,95
ICAM-1 (pg/mL) 411.542 (343.033,25-482.167) 389.250 (333.555-482.611) 0,74
C3 (mg/dL) 125,36 + 19,4 123,84 = 20,33 0,80
C4 (mg/dL) 2523 %52 27,67 = 8,58 0,22
C5b9s (ng/mL) 235,6 (162,92-307,72) 231 (176-282) 0,73

Los resultados estan expresados en porcentaje si son prevalencias y en media + DE o mediana y rango (percentil 25%-75%), segiin
si la variable cuantitativa sigue una distribucion normal o no.

Sin embargo, cuando analizamos si existia correlacion entre el grupo sanguineo

y las manifestaciones vasculares, no hallamos asociacion con el grupo sanguineo no 0
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(Tabla 6.2.11), asi como tampoco con cada grupo sanguineo especifico. Tampoco
observamos correlacion entre el grupo sanguineo y las caracteristicas demograficas

basales de los pacientes.

Tabla 6.2.11. Correlacion entre el grupo sanguineo y las manifestaciones vasculares.

Manifestaciones vasculares Grupo 0 Grupo no 0 Significacion (p)
Trombosis arterial, n (%) 1 (2%) 0 0,36

TFS, n (%) 3(6,1%) 8(16,3%) 0,72

TVP en extremidades, n (%) 1 (2%) 6 (12,2%) 0,23

TEP, n (%) 1 (2%) 1 (2%) 1

TVP en otra localizacion, n (%) 2 (4,1%) 3 (6,1%) 1
Aneurismas pulmonares, n (%) 1 (2%) 0 1
Vasculitis de gran vaso, n (%) 1 (2%) 1 (2%) 1

Por ultimo, analizamos los resultados obtenidos y su asociacion con el estado de
la enfermedad al momento del estudio, segun la definicion del apartado de metodologia.
Encontramos que el 26,3% de las mujeres, y el 16,7% de los hombres, estaban en brote
a la entrada en el estudio, sin que existieran diferencias estadisticamente significativas
al respecto (p=0,48). Observamos que, salvo el INTEM-CT, el resto de pardmetros
analizados con la técnica ROTEM eran sugestivos de un estado procoagulante entre los
sujetos en brote, presentando de forma significativa un MCF mas elevado con los tres
test y un angulo alfa con el test EXTEM, como se muestra en la Tabla 6.2.12. Aunque
no fue estadisticamente significativo, observamos niveles mas elevados de FvW entre
los pacientes en brote, sin que esto se asociara a niveles mas elevados de factor VIII. No
hallamos asociacion con los niveles de las moléculas solubles de adhesion endotelial ni

con los niveles del complemento.
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Tabla 6.2.12. Correlacion de la técnica ROTEM, niveles de factor VIII y FvW de la

coagulacion, moléculas de adhesion endotelial y complemento, con el estado de

actividad de la enfermedad al momento de la entrada en el estudio.

Variable Brote Remision Significacién (p)

NATEM

CT,s 567,5 = 103,96 584,31 = 114,92 0,67

CFT, s 167 (108-206,5) 169 (143-198) 0,71

Angulo a, 60,2 = 7,85 58,36 = 7,27 0,48

MCF, mm 62 +4,16 58,54 4,47 0,032
INTEM

CT,s 208,8 = 24,12 208,28 + 19,83 0,94

CFT, s 82,5 (68,5-102) 90 (80-108) 0,26

Angulo a, ° 73,5 (69,25-75,5) 72 (69-74) 0,30

MCF, mm 66 +3,97 62,82 + 4,06 0,032
EXTEM

CT,s 74,5 (66,75-80,5) 81 (76-88) 0,051

CFT, s 96,5 (86,75-110,75) 109 (98-134) 0,056

Angulo a, ° 71 (67,75-73) 68 (64-70) 0,047

MCF, mm 66 (64-67) 62 (59-64) 0,005
FVIII (%) 145,25 (113,02-196,57) 158,6 (139,5-182) 0,59
FvW (%) 145,58 + 53,28 137,66 = 48,7 0,65
E-selectina (pg/mL) 29.518,5 (23.452,75-36.370,25) 26.719 (20.877-36.362) 0,76
VCAM-1 (pg/mL) 574.171 (497.826,5-769.172,75) 606.829 (513.548-713.349) 0,80
ICAM-1 (pg/mL) 445.610 (370.924,75-569.242) 393.975 (326.708-457.540) 0,10
C3 (mg/dL) 119,32 20,71 125,7 = 20,04 0,37
C4 (mg/dL) 28,6 = 6,93 26,31 +7,71 0,39
C5b9s (ng/mL) 230,7 (173,35-335,25) 233 (171-282) 0,72

Los resultados estan expresados en porcentaje si son prevalencias y en media + DE o mediana y rango (percentil 25%-75%), segiin
si la variable cuantitativa sigue una distribucion normal o no.

Al analizar los resultados y la terapia que recibian los pacientes al momento de

la inclusion, no hallamos asociacidon entre los niveles de las moléculas solubles de
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adhesion endotelial ni los niveles del complemento, y el tratamiento con farmacos
inmunosupresores. Ademads, salvo observar de forma aislada el NATEM-CT mas
acortado en los pacientes bajo tratamiento inmunosupresor, tampoco encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre la terapia recibida y los parametros

obtenidos con la técnica ROTEM vy los niveles de factor VIII y FvW de la coagulacion.
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5.3. RESULTADOS CONJUNTOS:

A la luz de los resultados descritos, realizamos una regresion multiple
introduciendo las 3 variables que estaban significativamente relacionadas con las
manifestaciones trombodticas venosas y/o arteriales en el estudio bivariado (tablas 2x2),
que eran el alelo HLA-BS51, la presencia de =2 alteraciones en la CPU vy los niveles del
FvW. Hallamos que tanto el alelo HLA-B51 como la presencia de =2 alteraciones en la
CPU eran factores independientes de prediccion de afectacion trombotica, siendo el
HLA-B51 un factor protector (OR 0,171, IC 95%: 0,39-0,752, p=0,019), y las
alteraciones en la CPU un factor de riesgo (OR 8,34, IC 95%: 1,22-56,98, p=0,030). El

FvW no result6 ser un factor independiente.
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6. DISCUSION



Las manifestaciones vasculares son la principal causa de mortalidad en los
pacientes con SB (113), siendo la trombosis, y en especial la venosa, la manifestacion
mas frecuente (97). Se desconoce su etiopatogenia, y por tanto el motivo por el cual los

pacientes con SB presentan un mayor riesgo de trombosis que la poblacion general.

En la presente tesis abordamos el estudio de la microcirculacion mediante la
CPU vy analizamos si existia alguna correlacion con el fenotipo vascular (vasculo-
Behget). Por otro lado, analizamos el estado de la coagulacion en los pacientes con SB,
e investigamos si existian diferencias entre los pacientes con manifestaciones vasculares
y los que no las presentaban, mediante un andlisis viscoelastico con la ténica ROTEM, y
un andlisis de pardmetros genéticos, de coagulacion y de la inmunidad, que podrian

jugar un papel procoagulante en el SB.

A continuacion se discuten de forma mas detallada e individualizada los

resultados obtenidos en los dos estudios.
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6.1. ESTUDIO 1: ANALISIS DE LA MICROCIRCULACION EN PACIENTES

CON SINDROME DE BEHCET MEDIANTE CAPILAROSCOPIA

PERIUNGUEAL: ESTUDIO DESCRIPTIVO Y ASOCIACION FENOTIPICA.

El SB se caracteriza por la presencia de vasculitis de vaso variable, pudiendo
afectar a arterias, venas y capilares de diferentes 6érganos. La CPU es una técnica no
invasiva que permite estudiar la microcirculacion a nivel del lecho ungueal, donde los
capilares son paralelos a la superficie de la piel. Analizar posibles alteraciones en la
microcirculacion es indispensable en la evaluaciéon del fendmeno de Raynaud,
permitiendo diferenciarlo entre primario y secundario (147). Su utilidad también ha sido
demostrada en la esclerosis sistémica, entidad en la que forma parte de los criterios
diagnosticos (148). Sin embargo, las alteraciones en la microcirculacion también se han
asociado a otras enfermedades autoinmunes sistémicas, como el lupus eritematosos
sistémico y las miopatias inflamatorias (149,150), y a enfermedades sistémicas no
reumatoldgicas, como la diabetes (151). En el campo de las vasculitis, la utilidad de la
CPU autn no estd bien definida, habiéndose descrito alteraciones inespecificas de la

microcirculacion (152,153).

Hasta la fecha, pocos estudios han analizado las alteraciones en Ia
microcirculacion en pacientes con SB, y con resultados dispares. Esto se debe en parte,
a la baja prevalencia de la enfermedad, con estudios de cohortes en las que se
incluyeron pocos pacientes, a los diferentes métodos empleados para su andlisis, y
quizas a diferencias étnicas. Por todo ello, decidimos analizar si existian alteraciones en
la microcirculacion de los pacientes con SB, mediante CPU, y asi mismo, analizamos su

utilidad en el diagnostico y eventual caracterizacion fenotipica de la enfermedad.
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En nuestro estudio, observamos que el 47,7% de los pacientes presentaba al
menos una alteracion en la CPU, datos similares a los descritos en estudios previos, con
tasas que oscilan entre el 40-75% (154-156). Ademas, hasta un 15,4% de los sujetos
presentaba de forma concomitante =2 anomalias cualitativas en la CPU. Las
alteraciones cualitativas mas frecuentemente halladas fueron las tortuosidades y las
ramificaciones, presentes en el 21% de los pacientes en ambos casos, lo cual difiere de
los estudios mas recientes que utilizan criterios morfoldgicos similares, en los que
predominaban las dilataciones y las hemorragias (156,157). Cabe destacar que
unicamente el 28,6% de los pacientes presentaban simultdneamente tortuosidades y
ramificaciones. Menos frecuentes fueron la dilatacion capilar (7,7%), las hemorragias
(12,3%) y los megacapilares (3,1%), sin que ninguno de los pacientes cumpliera
criterios para otra enfermedad sistémica. No observamos desestructuracion o pérdida
capilar en ningin paciente, a diferencia de estudios previos (154—-158). Ademas,
analizamos estas alteraciones cualitativas usando los patrones de Cutolo et al,

observando un patron alterado en el 21,5% de los pacientes.

Hallamos que las anomalias en la microcirculacion de los pacientes con SB son
mas frecuentes que en la poblacion general, donde se observan alteraciones hasta en un
10% de sujetos sanos (159). El analisis de los resultados derivados de nuestro estudio
no mostrd asociacion entre las alteraciones en la CPU vy las caracteristicas demograficas
basales de los pacientes, ni tampoco con los factores de riesgo cardiovascular, a
diferencia del estudio de Movasat et al. (156), en el que se hallé asociacion entre la

presencia de megacapilares y un inicio mas precoz de la enfermedad e HTA.
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En nuestro estudio, las manifestaciones vasculares se asociaron con la presencia
de =2 alteraciones en la CPU (OR de 5,21, IC 95%: 1,2 — 22,64, p=0,031). No
observamos relacion con otros fenotipos clinicos, contrariamente a Movasat ef al. (156)
que describieron asociacion clinica entre la presencia de hemorragias y la afectacion
articular. Dentro de las distintas manifestaciones vasculares, el haber presentado un
evento trombotico (arterial o venoso) también se correlaciond con la presencia de =2
alteraciones capilaroscopicas (OR 6,22, IC 95%: 1,42-27,25, p=0,024), especialmente si
la trombosis era en territorio venoso (OR 6,83, IC 95%: 1,55-30,08, p=0,01). De forma
individualizada, dentro de los eventos tromboticos, la presencia de =2 alteraciones en la
CPU se asoci6é con TFS (OR 10,28, IC 95%: 2,31-45,87, p=0,003). Ademas, tras el
analisis de factores genéticos y analiticos realizados posteriormente (estudio 2),
observamos que la presencia de =2 alteraciones en la CPU era un factor de riesgo
independiente de prediccion de afectacion trombédtica (OR 8,34, IC 95%: 1,22-56,98,

p=0,030).

Las alteraciones cualitativas en la CPU no se asociaron con manifestaciones
clinicas, salvo con la TFS, que se correlaciono con la presencia de ramificaciones y
tortuosidades (OR 4,71, IC 95%: 1,25-17,74, p=0,025, en ambos casos), a diferencia de
lo descrito por Movasat et al. (156) donde la TFS se asocid con la presencia de

megacapilares.

En nuestra cohorte, el 12,3% de los pacientes presentaba fendémeno de Raynaud,
siendo ligeramente superior a lo descrito por Movasat ef al. (156). El resto de estudios
realizados excluyeron o no describieron pacientes con fenémeno de Raynaud y SB

(154,155,157,158). No encontramos asociacion del fenomeno de Raynaud con las
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alteraciones capilaroscopicas ni con las otras manifestaciones clinicas. También
analizamos la presencia de ANA, que no se habia descrito hasta la fecha, estando
presente en el 53,8% de los casos. Observamos que los pacientes con SB y al menos una
alteracion cualitativa en la CPU presentaban con mayor frecuencia ANA (OR 5,03, IC
95%: 1,72-14,7, p=0,003), sin que éstos se asociaran estadisticamente con las
manifestaciones clinicas, incluido el fenémeno de Raynaud, o alguna alteracion

cualitativa o patron capilaroscopico en la CPU.

Ademas, nuestro estudio es el primero que usa los patrones de Cutolo et al.
(145) para analizar el patron capilaroscopico y su relacion con el fenotipo clinico,
mostrando como un patréon capilaroscopico no normal o alterado se asocia
estadisticamente con la afectacion venosa (OR 4,84, IC 95%: 1,38-16,94, p=0,018),
principalmente trombotica (OR 3,89, IC 95%: 1,13-13,35, p=0,049) y, en especial, con

la TFS (OR 4,71, IC 95%: 1,25-17,74, p=0,025).

En conclusion, la alteraciones en la CPU son frecuentes en los pacientes con SB.
La presencia de =2 alteraciones o un patrén capilaroscopico alterado se asocia con
manifestaciones vasculares, principalmente eventos trombdticos, y, en especial, con la
TFS, resultando un factor de riesgo independiente para predecir afectacion trombdtica.
Nuestros hallazgos sugieren que las alteraciones en la CPU estan relacionadas con las
manifestaciones vasculares del SB, sin conferir riesgo para ninguna otra manifestacion
especifica. Se requieren mdas estudios prospectivos para confirmar estos resultados y
aclarar el valor prondstico de la CPU para determinar el riesgo de manifestaciones

vasculares en los pacientes con SB.
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6.2. ESTUDIO 2: ESTUDIO DE INMUNOTROMBOSIS EN EL SINDROME DE

BEHCET: ANALISIS DEL ESTADO DE LA COAGULACION Y PAPEL DEL

GRUPO SANGUINEO Y DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO.

CORRELACION CON LA ACTIVACION DEL ENDOTELIO Y EL FENOTIPO

CLINICO.

La afectacion vascular en el SB es muy frecuente, habiéndose descrito tasas
superiores al 40% (114). La ruptura de aneurismas y los eventos tromboticos son la
principal causa de mortalidad en estos pacientes, habiéndose observado tasas del 5-10%
segin la region (113,133). A pesar de que se han relacionado multiples factores
tromboticos, defectos de la fibrindlisis y alteraciones en la funcion de las plaquetas con
la presencia de clinica vascular, la etiopatogenia de las manifestaciones vasculares es
ain desconocida (97). Los hallazgos descritos hasta el momento, sugieren que estas
manifestaciones podrian estar relacionadas con un dafio o activacion del endotelio, en
pacientes con un estado protrombotico (140). Sin embargo, no existe un dato clinico o
analitico que permita identificar qué pacientes tienen un mayor riesgo de presentar

afectacion vascular.

Se han descrito niveles elevados de moléculas solubles de adhesion endotelial,
como la E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1, asociados a pacientes con SB (143,144). De
igual manera, se han observado niveles mas elevados de FvW en estos sujetos con
respecto a pacientes sanos, especialmente durante las fases activas de la enfermedad
(137,160,161). Sin embargo, hay que tener en cuenta que hasta un 25-30% de la
variacion en los niveles del FvW puede estar determinado por el grupo sanguineo, ya

que los antigenos A, B y AB protegen al FvW de la proteolisis y el aclaramiento por la
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enzima ADAMTS-13, aumentando sus niveles basales en comparacion con aquellos con
grupo sanguineo 0 (162). Asi mismo, se ha descrito que niveles elevados de FvW (163)
y los grupos sanguineos no 0 actuan como factores de riesgo de eventos trombdticos y

su recurrencia, en la poblacion general (164—167).

El dafio y la activacion del endotelio, ademas de liberar FvW y P-selectina,
activa a nivel local la cascada del complemento, con liberacion de los factores C3a y
C5a que participan en el reclutamiento y activacion de monocitos, neutrdfilos y
plaquetas (141). Las alteraciones en la regulacion del complemento pueden predisponer
a fendémenos de microangiopatia trombotica y vasculitis, relacionando de esta forma la
via del complemento y la coagulacion (142,168,169). Tanto las vasculitis de pequefio
como las de mediano calibre, se han asociado con alteraciones de la via del

complemento (170), espacialmente las asociadas a ANCA (171,172).

Por otra parte, en los ultimos afios ha habido un creciente interés en las pruebas
que permiten analizar de forma global la coagulacion. La técnica ROTEM es una
modificacion de la tromboelastografia descrita originalmente por Hartert en 1948 (173).
Se trata de un test multiparamétrico que proporciona datos referidos a cada etapa de la
hemostasia y cuya aplicacion practica ha ido en aumento en la ultima década, sobre todo
a nivel quirurgico (174). En el presente estudio evaluamos la técnica ROTEM en los
pacientes con SB y analizamos su utilidad en el diagndstico y eventual caracterizacion
fenotipica de la enfermedad, a la vez que analizamos otros parametros (genéticos, de
coagulacion y relacionados con el endotelio y la inmunidad), que podrian jugar un papel

en el estado procoagulante.
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En nuestra cohorte de pacientes, el 61,2% fueron hombres. Predominé la etnia
caucasica (77,7%), seguida de la norteafricana (16,3%). La prevalencia de
manifestaciones vasculares fue del 38,8%, sin que observasemos diferencias entre sexos
(en hombres, la prevalencia fue del 40% y, en mujeres, del 36,8%). En cuanto a las
caracteristicas demograficas, el 46,8% de los sujetos incluidos eran portadores del alelo
HLA-B51. Al igual que en otros estudios, observamos que ser portador del alelo HLA-
B51 se asocié con manifestaciones oftalmoldgicas (p=0,042) (175-177). Sin embargo,
en nuestra muestra de pacientes, el HLA-B51 resultdé un factor protector frente a las
manifestaciones vasculares (OR 0,175; IC 95% 0,046-0,667, p=0,015) y en particular
frente a eventos tromboticos (OR 0,205; IC 95%: 0,054-0,782; p=0,032), a diferencia de
lo descrito anteriormente en otros estudios realizados en poblacion turca (178,179). Esta
correlacién unicamente se observo en pacientes de etnia caucésica (OR 0,073; IC 95%:
0,013-0,416; p=0,002). No se hallé asociacion con ningun factor analitico estudiado,
siendo un factor genético independiente frente a manifestaciones vasculares en este

grupo de pacientes con SB (OR 0,171, IC 95%: 0,39-0,752, p=0,019).

Analizamos los factores conocidos contribuyentes de un estado procoagulante,
observando que unicamente un paciente de nuestra cohorte presentaba una mutacion
heterocigdtica para el factor V de Leiden. Ademas, el 6,1% y el 12,2% de los sujetos
incluidos, presentaba AL o algin Ac relacionado con el sindrome antifosfolipido,
respectivamente. Prevalencias inferiores a las descritas en un metaandlisis reciente
(180). No obstante, ninguna de estas alteraciones analiticas se asoci6 con

manifestaciones vasculares concretas.
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Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que utiliza el test NATEM,
ademas del INTEM y EXTEM, para analizar el estado de la coagulacion con la técnica
ROTEM en los pacientes con SB. El estudio global de la coagulacion mediante esta
técnica, no mostrd valores alterados en los sujetos incluidos. Cuando analizamos
aquellos pacientes con manifestaciones vasculares, tampoco observamos asociacion
entre los parametros viscoelastométricos analizados y el fenotipo vasculo-Behget.
Evaluamos, también, la influencia de la edad, el sexo y la terapia anticonceptiva en los
resultados obtenidos con la técnica ROTEM, dado que se ha descrito que el sexo
femenino, una edad més avanzada y la toma de anticonceptivos se asociaria con
parametros viscoelastométricos sugestivos de un mayor riesgo trombotico (181). Cabe
destacar que en nuestra cohorte, la prevalencia de manifestaciones vasculares fue muy
similar en hombres y mujeres, sin asociacion con el sexo masculino, como se ha
descrito previamente (115-117,182). Probablemente por este motivo, asi como la
influencia del sexo en los pardmetros del ROTEM, y que las mujeres de nuestra cohorte
presentaron una tendencia a ser de mayor edad con respecto a los hombres incluidos,
observamos parametros sugestivos de un estado procoagulante en la cohorte femenina, a
diferencia de lo descrito previamente (183). Sin embargo, los valores observados
estuvieron dentro de la normalidad, salvo un NATEM-CFT mas acortado en mujeres.
En cambio, y contrariamente a lo esperable, cuando analizamos la influencia de la
terapia anticonceptiva, no observamos diferencias entre grupos, probablemente por el
hecho de que las pacientes bajo tratamiento hormonal anticonceptivo no habian

presentado manifestaciones vasculares previamente.

Los pacientes con fenotipo vasculo-Behget presentaron niveles mas elevados de

FvW (p=0,03), como se habia descrito en dos estudios previos (184,185). Esta misma

92



asociacion se mantuvo al analizar las manifestaciones tromboticas (p=0,029), no asi en
la afectacion vasculitica de gran vaso. Entre los pacientes con manifestaciones
vasculares, también observamos niveles mas altos de factor VIII de la coagulacion,
aunque no se hall6 asociacion estadistica, lo cual sugiere que la elevacion de los niveles
del FvW se deberia a la activacion o al dafio endotelial. Asi mismo, observamos un
aumento de las moléculas solubles de adhesion endotelial (E-Selectina soluble, VCAM-
1 e ICAM-1) y del complemento C3, C4 y C5b9s, que aunque no alcanz6 significacion
estadistica, apoyaria la hipdtesis de la activacion del endotelio como parte de la

etiopatogenia de la enfermedad.

En relacion con lo anterior, analizamos el papel del grupo sanguineo en las
manifestaciones vasculares. En nuestra cohorte de pacientes predomind el grupo A
(44,9%), seguido del grupo 0 (36,7%). Los grupos B y AB representaron el 12,2% y el
6,1%, respectivamente. Prevalencias muy similares a las descritas en Cataluna (186),
con una discreta inferioridad de pacientes del grupo 0 en favor de los grupos B y AB.
Segun lo esperado, observamos niveles mas altos del factor VIII (p<0,001) y del FvW
(p<0,001) de la coagulacion entre los sujetos con grupo sanguineo distinto de 0 y, de
forma individualizada, del grupo A (p=0,026 y p=0,049, respectivamente). A pesar de
ello, no hallamos asociacién entre el grupo sanguineo no 0 y el fenotipo vasculo-Behget,
a diferencia del mayor riesgo trombotico global que se ha descrito en este conjunto de
pacientes (164,165), asi como tampoco con el grupo A en concreto. Esto, junto con la
discrepancia en los niveles de moléculas solubles de adhesion endotelial entre los
distintos grupos sanguineos, sugeriria que las manifestaciones vasculares estarian
relacionadas con alteraciones en el endotelio y no estarian influenciadas por un factor

genético, como es el grupo sanguineo.
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Previamente, Fernandez-Bello ef al. (139) describieron niveles elevados de E-
Selectina soluble durante fases activas de la enfermedad. En la misma linea, Beyan et
al. (187) sugirieron que los niveles de FvW se modificaban en funcion de la actividad
de la enfermedad, siendo mas elevados en aquellos con actividad clinica.
Contrariamente, en nuestra cohorte de pacientes no hallamos asociacién entre la
situacion clinica y los niveles de las moléculas de adhesion endotelial o el FvW. De
igual manera, tampoco encontramos asociacion entre la actividad de la enfermedad y los
niveles de los factores del complemento analizados (188-190), a diferencia de lo
descrito previamente. Cuando evaluamos la influencia del tratamiento recibido al

momento del estudio, tampoco observamos asociacion.

En conclusion, en los pacientes de etnia caucdsica, la ausencia del alelo HLA-
B51 se asocia con un mayor riesgo de presentar manifestaciones vasculares. Este
fenotipo clinico se asocia con niveles mas elevados del FvW, particularmente en
aquellos pacientes con afectacion trombotica, sin que esto se correlacione con
diferencias en el factor VIII de la coagulacion. El grupo sanguineo no 0 no constituye
un factor de riesgo de eventos vasculares entre los pacientes con SB. Estos hallazgos
sugeririan una participaciéon del endotelio en la etiopatogenia de la enfermedad. No
encontramos asociacion entre los niveles del complemento y de las moléculas solubles
de adhesion endotelial y la afectacion vascular o el estado de la enfermedad (brote,
remision). Por ultimo, en nuestra cohorte de pacientes, la técnica ROTEM no resulto
util para diferenciar aquellos pacientes con SB y un mayor riesgo de presentar un

fenotipo vasculo-Behget.
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7. CONCLUSIONES



Las conclusiones que podemos extraer de la presente tesis son:

1. La presencia de =2 alteraciones en la CPU se asocia con manifestaciones
vasculares, siendo una prueba util para identificar a este subgrupo de pacientes
con un mayor riesgo de vasculo-Behget. En nuestra cohorte de pacientes, tanto

las ramificaciones como las tortuosidades se asociaron con TFS.

2. En la etnia caucasica, la presencia de HLA-B51 actiia como un factor protector
independiente frente a la afectacion vascular, especialmente frente a

manifestaciones tromboticas.

3. Los pacientes con SB y manifestaciones vasculares presentan niveles mas
elevados de FvW respecto a los que no, en concreto aquellos con
manifestaciones tromboticas, sugiriendo una participacion del endotelio en la

etiopatogenia de la afectacion vascular.

4. En nuestra cohorte de pacientes, no observamos asociacion entre los niveles de
las moléculas solubles de adhesion endotelial ni la actividad del complemento,
medido por los niveles de C3, C4 y C5b9s, con el fenotipo vasculo-Behget ni el

estado de actividad de la enfermedad.

5. La técnica ROTEM no result6 util a la hora de diferenciar fenotipicamente

aquellos pacientes de nuestra cohorte con un mayor riesgo de manifestaciones

vasculares.
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8. LINEAS DE FUTURO



Los resultados de esta tesis aportan informacion sobre la utilidad de la CPU en
los pacientes con SB, y la influencia de pardmetros genéticos y analiticos en el fenotipo

clinico de los mismos.

En relacion con la CPU, consideramos importante confirmar nuestros hallazgos
en otras cohortes y realizar estudios prospectivos, que evaluen la evolucion de la
microcirculacion de estos pacientes con SB. Es necesario evaluar su utilidad a la hora de
pronosticar qué pacientes tienen un mayor riesgo de presentar manifestaciones
vasculares, al momento del diagndstico, y asi poder valorar tratamientos preventivos
primarios, dada la elevada morbi-mortalidad que confieren estas complicaciones

secundarias de la enfermedad.

Ademas, consideramos interesante y necesario evaluar nuevamente parametros
analiticos que ayuden o permitan diferenciar fenotipos clinicos de la enfermedad, en
cohortes de mayor tamafo y diferente etnia. En esta linea, también seria interesante
evaluar cambios temporales en los niveles del FvW y su utilidad como marcador de
actividad de la enfermedad, mas alla de su correlacion con manifestaciones vasculares,

que junto a la clinica de los pacientes, ayude en la toma de decisiones terapéuticas.
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10. ANEXO
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Tabla 12.1. Analisis de los pardmetros de ROTEM, niveles de factor VIII y FvW de la

coagulacion, moléculas de adhesion y complemento en relacion con el sexo y rango de

normalidad seglin la prueba utilizada.

Significacién
Variable Hombre Mujer Rango de normalidad
»)
NATEM
CT,s 585,87 + 114,43 573 = 110,48 0,69 300-1000
CFT, s 184,5 (146,75-201) 148 (106-188) 0,022 150-700
Angulo a, ° 56,6 + 6,71 62,11 7,18 0,009 30-70
MCF, mm 58,3 +4,55 60,74 = 4,34 0,07 40-65
INTEM
CT,s 210,63 = 19,42 204,84 = 22,19 0,34 100-240
CFT, s 90 (80,75-116,5) 82 (70-94) 0,025 30-110
Angulo a, ° 72 (67-73,25) 73 (71-75) 0,03 70-83
MCF, mm 62,23 + 4,28 65,42 = 3,33 0,008 50-72
EXTEM
CT,s 85 (74,75-90) 77 (71-80) 0,017 38-79
CFT, s 113 (97,75-139,75) 99 (90-113) 0,029 34-159
Angulo a, ° 67.5 (62,75-70,25) 70 (67-72) 0,024 63-83
MCF, mm 60,5 (58,75-65) 64 (63-66) 0,01 50-72
FVIII (%) 147,1 (113,02-180,65) 169,8 (146,7-182,5) 0,119 50-150
FvW (%) 137,95 = 55,71 141,38 = 38,05 0,79 45,6-176,3
27.275 (20.544,25-
E-selectina (pg/mL) 26.807 (22.800-31.861) 0,74 11.298-49.085
38243,5)
596.850,5 (520.955,7-
VCAM-1 (pg/mL) 572.135 (490.899-811.732) 0,96 321.648-879.975
700.129,5)
393.136,5 (326.583-
ICAM-1 (pg/mL) 411.983 (343.732-517.323) 0,26 160.056-473.867
459.536)
C3 (mg/dL) 125,02 = 20 123,42 = 20,83 0,79 85-180
C4 (mg/dL) 25,78 £ 6,51 28,34 = 8,91 0,25 10-40
C5b9s (ng/mL) 216,5 (169,6-249,5) 253 (232-326) 0,035 127-303

Los resultados estan expresados en media = DE o mediana y rango (percentil 25%-75%), segun su distribucion normal o no.
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Tabla 12.2. Analisis de los pardmetros de ROTEM, niveles de factor VIII y FvW de la

coagulacion, moléculas de adhesion y complemento en relacion con la edad al momento

del estudio y los valores de normalidad.

Significacién
Variable <51 afios =51 afios Rango de normalidad
()
NATEM
CT,s 598,87 129,42 552,47 = 70,93 0,113 300-1000
CFT, s 188 (143,75-208) 150 (125-182) 0,049 150-700
Angulo a, °® 57,3 +7,47 61 6,72 0,086 30-70
MCF, mm 58,63 = 4,44 60,21 = 4,76 0,24 40-65
INTEM
CT,s 214,5 £ 20,84 198,74 = 16,16 0,007 100-240
CFT, s 90 (80-105) 84 (69-116) 0,28 30-110
Angulo a, ° 72 (69-74) 73 (67-76) 0,31 70-83
MCF, mm 63,03 + 3,94 64,16 + 4,62 0,36 50-72
EXTEM
CT,s 84,5 (75,75-88) 76 (71-81) 0,035 38-79
CFT, s 106,5 (96-131,75) 105 (90-134) 0,71 34-159
Angulo a, ° 68,5 (64-71) 69 (64-72) 0,67 63-83
MCF, mm 63 (59,75-65) 63 (59-66) 0,71 50-72
FVIII (%) 144,95 (113,02-164,92) 180,2 149-199) 0,005 50-150
FvW (%) 129,23 = 51,28 155,15 42,24 0,072 45,6-176,3
E-selectina (pg/mL) 29.521 (20.544,25-37.885) 25.117 (21.545-35.883) 0,69 11.298-49.085
564.783 (511.513,75-
VCAM-1 (pg/mL) 635.199 (490.899-851.558) 0,21 321.648-879.975
666.239)
399.271 (331.843,25-
ICAM-1 (pg/mL) 393.975 (333.848-503.973) 0,74 160.056-473.867
469.795,75)
C3 (mg/dL) 120,77 £ 17,17 130,13 = 23,42 0,114 85-180
C4 (mg/dL) 24,27+5,17 30,73 £9,05 0,009 10-40
C5b9s (ng/mL) 228,15 (162,92-249,5) 278,5 (199,9-326) 0,031 127-303

Los resultados estan expresados en media = DE o mediana y rango (percentil 25%-75%), segun su distribuciéon normal o no.
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Tabla 12.3. Analisis de los pardmetros de ROTEM, niveles de factor VIII y FvW de la

coagulacion, moléculas de adhesion y complemento y su correlaciéon con el grupo

sanguineo A y los valores de normalidad.

Grupo sanguineo Significacion
Variable Rango de normalidad
A No A (p)
NATEM
CT,s 572,18 = 107,48 587,96 = 116,97 0,62 300-1000
CFT, s 149,5 (121,25-192,25) 183 (144-207) 0,13 150-700
Angulo a, 60,5 = 7,06 57,3 7,38 0,13 30-70
MCF, mm 59,27 £ 5,24 59,22 4,07 0,97 40-65
INTEM
CT,s 202,5+21,2 213,19 = 18,98 0,069 100-240
CFT, s 88 (70-100,25) 90 (79-108) 0,38 30-110
Angulo a, ° 72,5 (70,25-75,25) 72 (69-74) 0,35 70-83
MCF, mm 63,68 + 4,68 63,3 = 3,86 0,75 50-72
EXTEM
CT,s 77,5 (71-88,5) 81 (76-87) 0,56 38-79
CFT, s 105,5 (90,75-131,75) 107 (96-134) 0,99 34-159
Angulo a, ° 69 (64-72) 68 (64-71) 0,91 63-83
MCF, mm 63,5 (58,75-65,25) 63 (60-65) 0,85 50-72
FVIII (%) 178,4 (142,35-199,82) 149 (116,3-171,5) 0,026 50-150
FvW (%) 154,55 = 48,09 126,83 = 47,35 0,049 45,6-176,3
24.732 (18.669,25-
E-selectina (pg/mL) 31.861 (24.621-39.538) 0,007 11.298-49.085
29.982,25)
611.643 (488.018,5-
VCAM-1 (pg/mL) 581.124 (513.548-656.142) 0,68 321.648-879.975
804.412,75)
382.656 (333.771-
ICAM-1 (pg/mL) 411.983 (327.059-479.415) 0,68 160.056-473.867
521.788,75)
C3 (mg/dL) 121,86 = 21,68 126,47 = 18,93 0,43 85-180
C4 (mg/dL) 27,96 9,17 25,81 5,92 0,34 10-40
C5b9s (ng/mL) 231,5 (185,6-286,95) 234,6 (155,5-305) 0,92 127-303

Los resultados estan expresados en media + DE o mediana y rango (percentil 25%-75%), segun su distribucion normal o no.
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