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ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

La Enfermedad de Behget (EB) es una enfermedad multisistémica de curso cronico y
recidivante, caracterizada por la presencia de aftas orales y otras manifestaciones que
incluyen: aftas genitales, inflamacion ocular, lesiones cutdneas, afectacion neuroldgica,
vascular o articular, entre otras'; todas ellas, a excepcién de la afectacion ocular,
autolimitadas®. Habitualmente se desarrolla en la tercera o cuarta década de la vida,
siendo infrecuente por encima de los 50 afios y en la infancia’

La distribucion de la EB en la poblacion presenta una gran variacion segun la
geografia y el grupo étnico considerado. Es especialmente frecuente, aunque con
distinta prevalencia, en los paises que se sitian en la denominada Ruta de la Seda y
poco frecuente en los paises occidentales. Asi, en Turquia la prevalencia es de 80-
420/10° habitantes, en Japon de 70-85/10°, mientras que en los paises occidentales oscila
entre el 0,12 y el 0,64/10*. En Espafia los datos son escasos, pero se calcula que puede
situarse en torno al 0,6-0,7%"°.

La EB es algo més frecuente en mujeres respecto a varones en Japon y Corea,
pero es mas frecuente en varones en los paises del Oeste Medio®. En Espafia’, como en
otros paises occidentales®, parece predominar en mujeres.

Las manifestaciones clinicas, aunque universales, varian en gravedad y
frecuencia seglin la poblacion afectada, siendo en general el prondstico peor en los
varones y en aquellos con un inicio mas temprano de la enfermedad’. Incluso en una
misma poblacion parece que, con el paso del tiempo, la enfermedad ha ido modificando
sus caracteristicas. Asi por ejemplo, en Japoén, uno de los paises en los que la
enfermedad tiene mayor prevalencia, la EB ha pasado de ser la causa del 23,2% de las
uveitis en 1981-83, a serlo de tan solo el 5,8% en 1999-2001°; ademas, la gravedad de
los ataques también parece haberse atemperado, siendo cada vez menos frecuente la
pérdida de vision como consecuencia de la enfermedad. Algo parecido se ha
observado en Turquia, donde las probabilidades de perder visidon como consecuencia de
los ataques de uveitis disminuyeron notablemente en los 90 respecto a los 80''. Aunque
estos cambios pueden deberse en buena parte al mejor conocimiento de la enfermedad
y, por tanto, a un mejor tratamiento de la misma, parece indudable que también se debe
a la modificacion de los factores ambientales que, actuando al unisono con los factores
genéticos, son fundamentales en el desarrollo de la enfermedad como lo pone de

manifiesto el hecho de que los sujetos que emigran de zonas de alta prevalencia a otras



de baja prevalencia, como es el caso de los turcos que emigran a Alemania o los
japoneses que lo hacen a Hawai o California, y también sus descendientes, tienen un
riesgo intermedio de desarrollar la enfermedad®.

Aunque habitualmente la EB se incluye entre las vasculitis con capacidad de
afectar a arterias y venas, lo cierto es que la histologia difiere de la encontrada en las
clasicas vasculitis necrotizantes'.

La patogenia es desconocida. A lo largo del tiempo se han implicado diferentes
agentes infecciosos en la etiologia de la EB, entre ellos el herpes virus tipo 1 o el
Streptococcus sanguis, pero, hasta la fecha no hay evidencias sélidas que lo sustenten’

Diferentes estudios han encontrado niveles altos de diversas citoquinas
proinflamatorias, como IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-18, pero,
en general, sin un patrén patognomonico'?. En general la EB tiende a relacionarse con
una respuesta dominante Th-1", correlacionandose la intensidad de esta respuesta con la
actividad clinica'®. No obstante, no se ha podido demostrar la participacion relevante de
linfocitos T o B en el desarrollo de la enfermedad, aunque algunos autores han
encontrado algiin papel de los anticuerpos anti células endoteliales, contra la proteina
transportadora de selenio o el antigeno S de la retina'. Por otra parte, los intentos para
encontrar un defecto congénito o adquirido en el sistema de la coagulacion, sugerido
por el hecho de que hasta un tercio de los pacientes desarrolla tromboflebitis, superficial
o profunda, han sido baldios, postulandose un posible defecto de la fibrin6lisis como
responsable de este aspecto de la EB'.

Aunque clasicamente se ha querido clasificar como una enfermedad autoinmune,
en los ultimos afios se ha pensado que posiblemente podria encuadrarse mejor junto a
los sindromes autoinflamatorios'®, un grupo de enfermedades hereditarias caracterizadas
por la aparicion de episodios inflamatorios en diferentes localizaciones sin
desencadenante aparente y de forma recidivante. Aunque, en general, se trata de
enfermedades en las que la fiebre de curso en brotes no suele faltar y que responden a
una herencia monogenica'®, cada vez son mas las enfermedades que se piensa pueden
incluirse en este grupo de patologias, como es el caso del sindrome de Schnitzler, la
artritis idiopatica juvenil de curso sistémico, la enfermedad de Still del adulto o la
enfermedad de Crohn'®.

En cuanto al componente genético, la relacion de la EB con HLA-BS51 es
conocida desde hace tiempo'’, sin embargo, esta asociacion no es absoluta. Asi, en

nuestra poblacion, el 37% de los pacientes con EB son HLA-B51, mientras que, la



frecuencia de esta especificidad HLA en nuestra poblacion general es de alrededor del
15%". Por tanto, un elevado porcentaje de pacientes con EB no poseen este factor
genético de riesgo y por otro lado, un gran porcentaje de individuos con este factor
nunca desarrollaran la enfermedad. El HLA-B51 explica alrededor de un 20% de la
heredabilidad de la enfermedad. En este sentido, los resultados de un trabajo de escaneo
del genoma realizado en familias multicaso, de origen turco, con marcadores
microsatélites sugieren que hay mas de 16 locus asociados con la EB fuera de la region
HLA". Factores medio-ambientales tales como agentes infecciosos podrian actuar
como disparadores de la enfermedad en individuos genéticamente susceptibles. En este
sentido, los genes relacionados con la inmunidad innata son buenos candidatos a
condicionar la susceptibilidad a la EB. Se conocen 3 grandes familias de moléculas
sensoras de la inmunidad innata que, en conjunto, se denominan receptores de
reconocimiento de patrones (pattern recognition receptors, PRRs). La primera de estas
familias de PRRs es la denominada Toll-like receptors (TLRs), la segunda es la familia
de receptores retinoid acid-inducible gene I like receptors (RLRs) y por ultimo, la
conocida como familia de receptores nucleotide-binding and ologomerization domain-
like receptors (NLRs). La funciébn de estos receptores es reconocer patrones
moleculares asociados a patdgenos (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs)
aunque también detectan patrones moleculares asociados al dafio (damage-associated
molecular patterns, DAMPs), el reconocimiento coordinado de ambos tipos de patrones
es esencial para que se produzca una respuesta inmune normal, sin embargo, un
funcionamiento andémalo de este sistema puede conducir a desencadenar efectos
adversos. La familia de receptores que mejor se conoce en la actualidad es la de los
TLRs, se han descrito 13 miembros en mamiferos de los cuales 10 son funcionales en
humanos (TLR1-10)* .En humanos, los TLRs 1,2, 4, 5 y 6 se encuentran en la
membrana plasmatica donde reconocen diversos PAMPs que se encuentran en la
superficie de bacterias, mientras que los TLRs 3, 7, 8 y 9 se encuentran asociados a la
membrana de los endosomas y reconocen PAMPs presentes en &cidos nucleicos de
bacterias y virus*'. Centrandonos en estos ultimos, TLR3 reconoce RNA de cadena
doble (dsRNA), TLR7 y 8 reconocen RNA de cadena simple (ssRNA) y TLR 9
reconoce DNA con motivos CpG hipometilados®. La union de los TLRs a sus ligandos
provoca una serie de cambios conformacionales que culminan con la activacion del
sistema de defensa, ya que la sefializacion conduce a la activacion de los factores de

transcripcion NFkB y AP-1 y produccion de TNFa y otras IL proinflamatorias como



IL-6 y 12 a través del reclutamiento de dos kinasas asociadas al IL1R (/L-IR
associated kinases, IRAKs). En cuanto a la familia de los RLR, se trata de sensores
citoplasmicos de RNA o DNA. Entre los sensores de RNA encontramos dos helicasas,
RIG-1 y MDAS, la primera reconoce dsRNA generados por polimerasas virales y otros
RNAs de pequeiio tamafio, mientras que la segunda reconoce dsRNA largos®. La union
de estas helicasas a su ligando conduce a la produccion de IFN antivirales*?**. En cuanto
a los sensores citoplasmicos de DNA encontramos DAI (DNA-dependent activator of
IFN regulatory factors) que reconoce dsDNA de gran tamafio, la union de estos
sensores a su ligando conduce a la activacion de factores de transcripcion y produccion
de TNF y de IFN antivirales®. Por tltimo, los NLRs constituyen una familia diversa que
en humanos consta de 23 miembros conocidos de sensores citosolicos que se han
dividido en 5 subfamilias de las que las mas relevantes en el proceso inflamatorio son
las llamadas NLRCs y las denomindas NLRPs. Entre los mejor conocidos de los
NLRC:s se encuentran NLRCI (también llamado NODI1 o CARD4) y NLRC2 (NOD2 o
CARDI15), en estos casos, la uniéon del ligando provoca una cascada de sefiales
semejante a la descrita para los TLRs que conduce a la activacion de NFxB y
produccion de TNF. En cuanto a los NLRPs esta extensa familia comprende al menos
14 miembros en humanos. Los madas relevantes inmunoldgicamente son NLRPI y
NLRP3 (también conocido como criopirina). NRLP3 es el mejor conocido y une gran
cantidad de ligandos tanto exogenos como del hospedador®. La union de los algunos
NLRs, entre los que se encuentran los NRLPs, a su ligando no activa NF«xB pero
provoca el ensamblaje de gran cantidad de proteinas multiméricas en complejos
denominados inflamasoma®’. Otra familia de moléculas sensoras que forman parte de
los inflamosomas es la familia de proteinas que contiene dominio pirina y HIN, PYHIN,
entre las que se encuentra AIM2 que reconoce dsDNA?*. Tanto los NLRs como los
PYHIN activan la caspasa 1. El inflamasoma contiene proteinas sensoras, adaptadoras y
efectoras y su funcion final es la activacion de las caspasas que a su vez determina la
conversion de la pro-IL1 y la pro-IL18 en sus formas maduras. La produccion de pro-
IL1B depende de la activacion de NFkB via TLRs”.

Todos estos receptores han evolucionado para detectar sefiales de dafio
producido por los agentes infecciosos o los tejidos dafiados con una gran sensibilidad.
Incluso una pequefia cantidad de moléculas provoca la entrada en alerta del sistema que
determina que se dispare la cascada de sefiales que conduce a la eliminacion del agente

infeccioso, sin embargo, el sistema presenta algunas desventajas. En primer lugar, esta



dirigido a la eliminacion de infecciones focales que son mas probables que las
sistémicas, raras y dificiles de controlar, por ello, cuando una infeccion no se puede
controlar en fase local, la activacion generalizada del sistema inmune puede conducir a
la muerte del hospedador por shock séptico. En segundo lugar, incluso perturbaciones
menores del sistema pueden conducir al desarrollo de enfermedades autoinflamatorias o
autoinmunes. Los estudios de asociacion con enfermedades utilizando diferentes
abordajes han permitido detectar multiples loci de susceptibilidad a enfermedades
autoinmunes y autoinflamatorias y entre ellos se encuentran genes que codifican PPRs.
Asi, se sabe que determinados NLRs son los responsables de enfermedades
autoinflamatorias monogénicas como la fiebre mediterranea familiar y otras fiebres
recurrentes®. Ademads, la asociacion entre la enfermedad de Crohn (CD), una
enfermedad autoinflamatoria poligénica y polimorfismos en el gen NOD2 esta bien
documentada®'. Por tanto, variantes genéticas en componentes de las diversas familias
de PPRs y de las diferentes moléculas de las rutas de sefializacion pueden estar
asociadas al desarrollo de diversas enfermedades autoinflamatorias y autoinmunes. La
asociacion de algunos de los genes relacionados con la inmunidad innata y la
susceptibilidad a padecer EB ha sido investigada por algunos grupos utilizando como
abordaje el estudio casos-controles con un nimero limitado de polimorfismos simples
de cambios de base (single nucleotide polymorphisms, SNPs) en cohortes relativamente
pequefias. De hecho, se ha descrito que mutaciones en los genes que determinan la
fiebre mediterranea familiar pueden estar relacionadas con la susceptibilidad a padecer
EB?%. Por otro lado, el abordaje de casos-controles con inclusion de multiples variantes
genéticas para escaneo sistematico del genoma (GWAs) ha permitido confirmar
asociaciones previamente descritas y describir gran cantidad de asociaciones nuevas en
numerosas patologias. Sin embargo, hasta el momento, en EB s6lo se han publicado los
resultados de un GWASs en el se describen 10 /oci asociados a la enfermedad, los
resultados de este GWAs estan limitados por su bajo poder estadistico, ya que el grupo

de pacientes incluidos es relativamente pequefio para este tipo de estudios™.
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HIPOTESIS

Variaciones en genes que codifican moléculas relacionadas con la inmunidad innata
pueden contribuir a la susceptibilidad a patologias autoinmunes y autoinflamatorias y en
concreto a la enfermedad de Behget. Por tanto, el estudio de polimorfismos en estos
genes puede ser de utilidad tanto para la deteccion de individuos de riesgo, como para
profundizar en el conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad y optimizar el uso

de los diversos agentes terapéuticos disponibles.



OBJETIVO PRINCPAL
Determinar la influencia de genes que codifican sensores de acidos nucleicos y
proteinas involucradas las rutas de sefializacion de estos genes en el desarrollo

de enfermedad de Behget.

OBJETIVO SECUNDARIOS

Analizar las posibles relaciones de los polimorfismos analizados con las

manifestaciones clinicas mas frecuentes de la enfermedad.



SUJETOS DE ESTUDIO

Se recopilaran muestras biologicas (sangre y/o saliva) de un grupo de pacientes que
cumplan los criterios de clasificacion del grupo Internacional para EB (Anexo 1). Se
han comprometido a participar grupos de Andalucia (Hospital Torrecardenas de
Almeria, Hospital Clinico de Granada, Hospital Carlos Haya de Malaga, Hospital
Virgen de la Victoria de Malaga, Hospital osta del Sol de Marbella y Hospital Virgen
del Rocio de Sevilla), de Galicia (Hospital Xeral Calde, Lugo), Cataluna (Clinico de
Barcelona y Valle Hebron) y Santander (Marqués de Valdecillas). Calculamos, en
funcion de los pacientes que cada centro tiene registrados que pueden reunirse unos 400
pacientes.

Las caracteristicas demograficas (edad al diagndstico, sexo y procedencia) y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad se registrardn en bases de datos con un
formato estdndar (Anexo 2).

Muestras biologicas (sangre y DNA) de un grupo de 1000 controles sanos que
proceden de nuestra area geografica. Estas muestras estan disponibles en los
laboratorios del Servicio de Inmunologia del Hospital Universitario Virgen del Rocio de
Sevilla y en el Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez Neyra” de Granada y

han sido utilizadas en parte en trabajos previos.

CRITERIOS DE INCLUSION
- Reunir criterios de Enfermedad de Behget segura, segin los criterios del Grupo
Internacional para el estudio de la Enfermedad de Behget
- Si el médico responsable considera que el paciente padece una EB, al menos
tendrd que reunir criterios de enfermedad probable: criterio mayor, mas un
criterio menor y otras manifestaciones clinicas propias de EB, que no puedan
atribuirse a otra enfermedad.

- Aceptar participar en el estudio y firmar el consentimiento informado

CRITERIOS DE EXCLUSION

- Reusar participar en el estudio

DISENO, VARIABLES Y ANALISIS DE LOS DATOS



Las variables clinicas a analizar incluirdn:

- Fecha de inclusion

- Edad diagnéstico

- Edad entrada

- Sexo

- Etnia

- Nacionalidad (origen)

- Behget seguro

- Behget probable

- Patergia

- Aftas orales

- Aftas geniales

- Flebitis superficial

- Eritema nudoso

- Papulas/seudofoliculitis

- Afectacion vascular

- Afectacion digestiva

- Artritis

- Afectacion SNC meningea
- Afectacion SNC parenqimatosa
- Afectacion SNC trombosis
- Afectacion SNP

- Upveitis anterior unilateral
- Uveitis posterior unilateral
- Panuveitis unilateral

- Upveitis anterior bilateral (al tiempo ambos 0jos)
- Upvetitis posterior bilateral
- Panuveitis bilateral

- Otras

Se estudiaran los siguientes genes:

Sensores de acidos nucleicos: receptores de ssSRNA (TLR7 y TLRS), receptores de
dsRNA (TLR3, RIG-1 y MDA-5) y receptores de dsDNA (TLR9 DAI y AIM2).
Genes que codifican proteinas de la ruta de sefalizacion: adaptadores de TLRs

(MyD88 y TRIF), quinasas involucradas en diferentes rutas (IRAKI1, IRAK4,



TRAF3, TRAF6, TBK1, IKKa, IKKp, IKKy, INK, p38) , factores de activacion de
la transcripcion (las 2 subunidades de NF-kB, IRF3, IRF7, AP-1) y caspasa 1.

Mediante el uso de la base de datos de HapMap (http://www.hapmap.org) se
seleccionaran grupos de SNPs marcadores (Tag) en los bloques de ligamiento de los
genes antes mencionados. El genotipado se realizard mediante la tecnologia MALDI-
TOF utilizando el sistema MassARRAY® de Sequenom. Brevemente, se amplificaran
los fragmentos de DNA que contienen los SNPs de interés mediante una PCR
multiplex. La reaccion de discriminacion alélica se realizara mediante el sistema iPLEX
Gold en el que se disena un primer que hibrida al lado del sitio polimoérfico y extiende
una base en funcion del polimorfismo. El uso de primers de extension con distintas
longitudes permite identificar los picos de los productos de diferentes SNP en una sola
reaccion. La eficacia del disefio aumenta debido al uso de una tnica mezcla de
terminacion. Esta modificacion permite genotipar hasta 36 SNPs por ensayo, con una
media de 24 SNPs. Las reacciones tienen lugar en placas de 384 pocillos y los
productos de dichas reacciones son transferidos de forma automatizada mediante un
robot a la superficie de un chip que serd leido en el MassARRAY donde se pueden
procesar hasta 10 chips simultdneamente (equivalente a unos 90.000 SNP de media).
Para estudiar gran niumero de SNPs, esta tecnologia reduce el precio por reaccion con

respecto a las sondas fluorescentes (Tagman).

Utilizaremos el programa informatico Haploview para establecer los bloques
haplotipicos mas frecuentes en nuestra poblaciéon La comparacioén de frecuencias entre
el grupo de pacientes y el grupo control se realizara mediante Chi 2 a partir de tablas de
contingencia utilizando la opcion StaCal de Epi Info 2002 (Centers for Disease Control
and Prevention, Atlanta, GA, USA). El Odd ratio (OR) y el intervalo de confianza del
95% (95% CI) se calcularan utilizando el mismo software. Se consideraran como
estadisticamente significativos los valores de p<0.05. Ademas, dentro del grupo de
pacientes se considerara los siguientes subgrupos: HLA-B51+/-, diagnostico definitivo
o probable, segiin los criterios del GIEEB presencia o ausencia de afectacion del

uveitis, afectacion del SNC o afectacion del tubo digestivo.



