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I. INTRODUCCION






L.1. ENFERMEDAD DE BEHCET

La enfermedad de Behcet (EB) es una enfermedad sistémica de
naturaleza inflamatoria, caracterizada por la presencia de aftas orales y
genitales recurrentes, uveitis y lesiones cutaneas, pudiendo afectar también a
otros oOrganos, tales como articulaciones, sistema nervioso central (SNC) y

sistema vascular (1).

I.1.a. EPIDEMIOLOGIA

La EB aparece a lo largo de la Ruta de la Seda desde el este de Asia
hasta la costa mediterranea, con una prevalencia en Turquia muy elevada, de
80 a 370 casos por 100.000 habitantes (2). La prevalencia en Japdén, Corea,
China, Irdn, y Arabia Saudita varia entre 13,5 y 20 casos por 100.000
habitantes (3). Sin embargo, en los paises situados al Oeste, la prevalencia es
menor: 0,64 por 100.000 habitantes en el Reino Unido, y 0,12 a 0,33 por
100.000 habitantes en Estados Unidos (4). En Alemania, la prevalencia en la
poblacion oriunda de Turquia es de 21 casos por 100.000 habitantes, inferior a
la de la poblacion turca residente en Turquia, pero muy superior a la de la

poblacién nativa alemana, que es de 0,42 por 100.000 habitantes (4).

Epidemiologia en Espafia

Los datos epidemiologicos de la EB en Espafia son escasos en la
actualidad. Un estudio del ano 2.000 ha valorado los rasgos epidemiologicos
de la EB en el noroeste de Espafia (Lugo) durante el periodo comprendido
entre 1.988 y 1.997. La incidencia anual de EB en el area de Lugo es de 0,66
casos por 100.000 habitantes (5). Otro trabajo publicado por Baixauli y cols
recoge los datos epidemiologicos de 26 pacientes con EB pertenecientes al

area geografica correspondiente al Hospital General Universitario de Valencia.



En este trabajo, se concluye que las manifestaciones clinicas de los pacientes
con EB son similares a las del resto de pacientes del area Mediterranea (6). Por
ultimo, Espinosa y cols ha realizado un estudio retrospectivo donde valoran la
frecuencia de las diferentes manifestaciones clinicas en 38 pacientes del
Noreste de Espafia (7). No existen datos epidemiologicos acerca de la

prevalencia de la enfermedad en el resto de las provincias espaiiolas.

Edad de inicio

Muchos autores consideran como edad de inicio el momento en el que
el paciente cumple completamente los criterios diagnodsticos de la enfermedad
(2; 8). La edad media de inicio de la enfermedad varia en funcion del area
geografica. En Alemania, es de 25 afios (rango de 5 a 55 afios), aunque difiere
en funcion del sexo, siendo de 27 afios para el sexo masculino y de 24,5 para el
sexo femenino. En un estudio realizado en Turquia, la edad media de inicio fue

de 25,6 afios (9), y en otro realizado en Corea fue de 33 afios (10).

Incidencia familiar

La EB afecta en ocasiones a varios miembros de una familia. Articulos

recientes encuentran una frecuencia de formas familiares del 11% (11-13).

I.1.b. ETIOPATOGENIA

La causa de la EB atn se desconoce. Se han estudiado agentes

infecciosos, mecanismos inmunes y factores genéticos.

Agentes infecciosos

Tanto la incidencia familiar como otros datos epidemioldgicos

favorecen la hipotesis de una causa infecciosa, sin embargo no se ha logrado



aislar de forma definitiva microorganismos especificos en las lesiones de
pacientes con EB. En las tllceras genitales de algunos pacientes se ha aislado el
virus herpes simple tipo 1 mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Algunos estudios han sugerido una relacion causal con el

virus de la hepatitis C, pero estos datos no se han confirmado.

Mecanismos inmunes

Se ha encontrado la participacion de mecanismos autoinmunes en la
patogenia de la enfermedad, sin embargo existe desacuerdo en clasificar la EB
como una enfermedad autoinmune. Las principales diferencias entre la EB y
las enfermedades autoinmunes son el predominio en el sexo masculino
(principalmente en las formas graves), la ausencia de autoanticuerpos

especificos y de hiperactividad de células B, y la hipofuncién de células T.

El principal hallazgo microscdpico en muchas lesiones de enfermedad
activa es una vasculitis oclusiva inmune. A nivel celular, se han encontrado
células T CDy: en exudados perivasculares, y células Ty, que responden a
varios estimulos con produccién de interleuquina 2 (IL-2), interferon y (IFN-y)
y factor de necrosis tumoral § (TNF-f3). Ademas, se han encontrado niveles de
interleuquina 8 (IL-8) elevados en pacientes con enfermedad activa. Esta tiene
un potente efecto sobre los neutrofilos y participa en la respuesta inflamatoria.
También se han encontrado niveles elevados de interleuquina 1b (IL-1b) y de
factor de crecimiento fibroblastico en ciertos casos de enfermedad grave. En
un estudio reciente, se observo que los niveles de IL-2 y de receptor soluble de
TNF-3 se correlacionaban con la actividad de la enfermedad; los autores
sugerian que estas citoquinas podian servir como marcador bioldgico de dicha
actividad. Se ha descrito asimismo un incremento de la expresion de CDy; y
CD;g, que podria explicar la acumulacion de neutrofilos en las lesiones
inflamatorias. La activacidon de los monocitos podria explicar la produccion de

citoquinas responsables de la cronicidad de la inflamacion (14)-(15; 16).



Factores genéticos

El rol del polimorfismo HLA-BS5 ha sido estudiado ampliamente. Un
estudio reciente encontrd la presencia del alelo HLA-B*5101 en 72% de los
pacientes, y demostré que predispone, sobre todo en pacientes varones, a
formas graves de la enfermedad, como uveitis y eritema nodoso. Algunos
investigadores han propuesto que el gen de la EB esta localizado cerca del gen
HLA-B, pero no se trata del HLA-B51. Se ha propuesto un modelo que
explicaria la etiopatogenia de la EB: un factor exdgeno (virus, bacteria) es
presentado por los macrofagos y reconocido por las células T CD4+ en el
contexto del complejo de histocompatibilidad de clase II. Las células Ty,
activadas producen citoquinas (IL-2, IFN-y, TNF-B) e inducen la proliferacion
de las células B. El IFN-y activa a los macrofagos, que liberan factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), interleuquina 1 (IL-1) e IL-8, que a su vez
inducen la expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales. La
IL-8 también induce quimiotaxis y activacion de neutréfilos. Ambos eventos
son responsables del paso de neutrofilos y linfocitos T activados a través del
endotelio al area de inflamacion. Determinados factores genéticos podrian

contribuir a la expresion y perpetuacion de la enfermedad (11).

Se ha estudiado si dentro de los diferentes tipos de HLA que presentan
los pacientes con EB, existe alguno que se asocie con un tipo de
manifestaciones clinicas (17), observandose que los pacientes que sufrieron
tromboflebitis presentaban una frecuencia elevada HLA-B51 y baja de HLA-
B35. Por el contrario, los pacientes con afectacion ocular presentaron una
frecuencia elevada de HLA-A29 y baja de HLA-Bw6, los pacientes con
eritema nodoso, una baja frecuencia de HLA-Cw2, y los pacientes con aftas
genitales, una baja frecuencia de HLA-Cw7. La presencia de HLA-B51 y la
ausencia de HLA-B35 supusieron un factor de riesgo para el desarrollo de

trombosis venosa profunda (TVP) en pacientes con EB.



I.1.c. CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Fueron propuestos por primera vez en 1969, y actualmente se

consideran los propuestos por el Grupo Internacional de Estudio de los

Criterios para el Diagnostico de Enfermedad de Behcet (Tabla 1) (18).

Tabla 1: Criterios del Grupo Internacional de Estudio de los Criterios para el

Diagndstico de Enfermedad de Behcet

Ulceras orales recurrentes

Mas de dos de:

Ulceras genitales recurrentes

Lesiones oculares

Lesiones cutaneas

Test de patergia positivo

Aftas leves, lesiones aftosas mayores, o ulceras
herpetiformes observadas por el médico o el paciente,

que han recurrido al menos 3 veces en 12 meses.

Ulceras aftosas o costrosas, observadas por el médico o
el paciente.

Uveitis anterior, uveitis posterior o células en el vitreo
observadas con ldmpara de hendidura, o vasculitis
retiniana observada por un oftalmoélogo.

Eritema nodoso observado por el médico o el paciente,
pseudofoliculitis, o lesiones papulo-pustulosas, nodulos
acneiformes observados por el médico en pacientes
post-adolescentes sin tratamiento corticoesteroideo.

Leido por el médico a las 24-48 horas.

Test de patergia

La positividad de este test indica una hiperreactividad cutidnea

inespecifica inducida por puncion intradérmica. Se realizan 2 punciones

subcutaneas con aguja estéril despuntada en un brazo y dos punciones

subcutaneas con aguja puntiaguda en el otro brazo simultdneamente. El test se

considera positivo si 48 horas después se forma una papula eritematosa estéril



mayor de 2 mm. Histologicamente, se observan células mononucleares y
queratinocitos alrededor de los vasos que se extienden dentro de la dermis
profunda. Por su elevada sensibilidad y especificidad, el resultado positivo a
este test es uno de los criterios internacionales de diagnostico de EB. También
puede ser positivo en otras enfermedades, como espondiloartropatias y

leucemia mieloide cronica tratada con IFN-y.

I.1.d. MANIFESTACIONES CLINICAS

Aftas

Ulceras orales: Las tulceras o aftas orales son con frecuencia el primer

sintoma de la enfermedad y constituyen la piedra angular del diagnostico. Las
ulceras orales se desarrollan en las membranas mucosas de los labios, encias,
mucosa oral, y lengua. Son dolorosas, unicas o agrupadas, con una duracion
que oscila entre algunos dias y dos semanas, y suelen recurrir, especialmente
durante los primeros afios de la enfermedad. Al inicio son papulas rojizas, y
pronto se convierten en ulceras de 2 a 10 mm, de bordes eritematosos y
necroéticos. Su superficie esta cubierta por una pseudomembrana amarilla. Al
desaparecer no dejan cicatriz. La presencia de ulceras orales no es
patognomonica de la EB, sino que también pueden observarse en el sindrome

de Reiter, el pénfigo vulgar, la colitis ulcerosa, ciertas infecciones virales, etc.

Ulceras genitales: Se localizan en escroto, pene y area perianal en

hombres, y en vulva y vagina en mujeres. Las ulceras genitales son similares a
las orales, pero mas profundas, grandes y dolorosas, y raramente se presentan
al inicio de la enfermedad. Recurren con menos frecuencia que las ulceras
orales y suelen dejar cicatriz. En las mujeres, estas tlceras pueden relacionarse
cronoldgicamente con el ciclo menstrual. Las tulceras orales y genitales
recurrentes pueden ser la Unica manifestacion de la enfermedad en mujeres

jovenes (2; 13).



Manifestaciones cutaneas

Las manifestaciones cutaneas mas frecuentes son la pseudofoliculitis,
que predomina en el sexo masculino, y las lesiones eritema nodoso-like,
dolorosas y mas frecuentes en mujeres. Ambas manifestaciones duran algunas
semanas y pueden recurrir multiples veces en el curso de la enfermedad. Estan
localizadas principalmente en las extremidades inferiores. La pseudofoliculitis
y los nddulos acneiformes pueden aparecer ademas en la cara, el cuello, el
pecho y la espalda. Menos frecuentemente, se observan purpura, ampollas y
vasculitis (2; 19). También se han descrito erupciones maculo-papulosas y
dermografismo. La histopatologia de las lesiones de eritema nodoso muestra
un infiltrado neutrofilico perivascular, o bien una vasculitis neutrofilica en

dermis y tejido celular subcutaneo (20).

Tanto el Grupo Internacional de Estudio de los Criterios para el
Diagnostico de Enfermedad de Behcet como el Comité de Investigacion
Japonés para la Enfermedad de Behcet incluyen en sus criterios diagnosticos
de la EB la presencia cutanea de lesiones foliculares (9; 21). Bajo las lesiones
pustulosas subyace histologicamente una reaccion vascular mediada por

neutréfilos a modo de vasculitis necrotizante de pequefios vasos.

Manifestaciones oculares

Las lesiones oculares incluyen: iridociclitis anterior, cataratas,
glaucoma, afectacion del segmento posterior con vasculitis, vitritis, retinitis,
panuveitis, edema retiniano, degeneracion macular, oclusion venosa o arterial
y desprendimiento de retina. Las uveitis se clasifican segin la localizacion
anatomica de la inflamacion en anteriores (iris y cuerpo ciliar), posteriores
(coroides y retina), intermedias (retina periférica y pars plana del cuerpo
ciliar) y panuveitis (inflamacién generalizada de la ivea). La afectacion ocular
ocurre en el 43% a 72% de los pacientes. En hombres, es mas frecuente y

grave, apareciendo enfermedad ocular bilateral en el 80% de los pacientes. La



afectacion ocular como primera manifestacion de enfermedad es poco comun.
La uveitis anterior puede resolverse espontaneamente, pero es recurrente. La
dilatacion de los vasos retinianos observada mediante angiografia con
fluoresceina es una importante herramienta diagnostica. Al examinar
histologicamente la lesion ocular en la fase inflamatoria aguda, se aprecia
vasculitis neutrofilica del iris, cuerpo ciliar y vasos coroideos, con infiltrado
perivascular y difuso de neutréfilos. En la fase final, se observa fibrosis y

oclusion vascular (22-24).

Manifestaciones articulares

Artritis y artralgia: En algunos estudios, artralgia y artritis periférica son

consideradas manifestaciones de la EB. La artritis periférica puede ser
monoarticular, oligoarticular o poliarticular, simétrica o asimétrica, no es
deformante y no suelen existir lesiones destructivas. Principalmente, afecta a
las articulaciones de las extremidades inferiores, recurre ocasionalmente y
raramente es cronica. La prevalencia varia, segtn la poblacion estudiada, entre
40% y 60%. La afectacion monoarticular es mas comun, con predileccion por
las rodillas, mufiecas, tobillos y codos. La osteonecrosis es una complicacion

rara. Ademas, se han descrito entesitis (13; 25).

Sacroileitis: Se ha descrito que el 10% de los pacientes con EB padece
espondilitis anquilosante y el 34% sacroileitis, y por ello se ha sugerido la EB

se incluya en el grupo de artritis seronegativas.

Manifestaciones vasculares

Se cree que el sustrato patoldgico de las lesiones que presenta la EB es
una vasculitis que afecta a vasos grandes, medianos o de pequefio calibre. Las
complicaciones tromboticas estdn presentes aproximadamente en el 25% de los
pacientes, afectando tanto al area venosa como arterial (26). La prevalencia de

afectacion vascular en la EB varia del 2% al 46% (9; 27-29). Las
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manifestaciones vasculares aparecen en los primeros diez afios de evolucion de
la enfermedad, siendo el momento critico los dos primeros afios, y son la

primera manifestacion de la enfermedad en el 38,8% de los pacientes (30).

En la mayoria de casos, la afectacion vascular mas frecuente es la TVP
de miembros inferiores y la flebitis superficial, aunque los pacientes también
pueden desarrollar trombosis de la vena cava inferior o superior, vena hepatica
(31), senos venosos cerebrales (32), venas renales (33), venas mesentéricas,

venas iliacas, venas pulmonares (34) y trombosis intracardiaca (35).

Las trombosis arteriales se desarrollan en grandes troncos como la
arteria subclavia o la arteria pulmonar. Se han descrito trombosis de arterias de
menor calibre de las extremidades superiores e inferiores. La oclusion de las
arteriolas retinianas produce infarto retiniano y atrofia del nervio optico (36).
La oclusion vascular recurrente por vasculitis retiniana obliterante puede llevar
al enfermo a una ceguera total, siendo ésta una de las manifestaciones clinicas
mas caracteristicas de la EB. Es infrecuente que los pacientes con EB
desarrollen infartos de miocardio a raiz de su enfermedad de base; sin
embargo, han sido descritos en la literatura algunos casos, por lo que en
pacientes jovenes con EB que desarrollen infarto de miocardio debe ser
valorada la presencia de una arteritis coronaria (37). Es extraordinariamente
infrecuente que los pacientes con EB desarrollen una vasculitis cerebral que

desemboque en un accidente cerebrovascular (38).

Los diferentes estudios muestran resultados divergentes respecto a la
frecuencia de manifestaciones arteriales y venosas en los pacientes con EB.
Mientras algunos autores han encontrado una claro predominio de las
manifestaciones venosas frente a las arteriales (26; 27; 30), otros encuentran
mayor frecuencia de las arteriales sobre las venosas (34; 39). Diferentes
estudios han intentado encontrar una relacién entre las manifestaciones
vasculares y las manifestaciones cutaneas, habiéndose descrito una asociacion

entre lesiones como eritema nodoso y pseudofoliculitis, y el desarrollo de

11



trombosis (40). Se ha sugerido que la presencia de trombosis en los pacientes

con EB predispone al desarrollo lesiones oculares (41).

Las lesiones arteriales tienen una frecuencia inferior al 4% (29), aunque
otros autores han encontrado cifras superiores. Lakhanpal y cols (34)
encuentran lesiones arteriales en 29,4% de las necropsias realizadas a una
serie de 170 cadaveres con antecedentes de EB. Las manifestaciones arteriales
mas frecuentes son los aneurismas (65%), siendo menos frecuentes (35%) las
oclusiones arteriales (30). Una de las causas de muerte en la EB es la ruptura

de aneurismas; se ha calculado que 60 % de los mismos sufre una ruptura (42).

Manifestaciones en el sistema nervioso central

La afectacion del SNC se denomina enfermedad de neuro-Behcet.
Aparece en 3-10% de los casos, y es mas frecuente en hombres. Los signos
motores son mas frecuentes que los sensitivos, siendo frecuentes la afectacion
piramidal, la lesion del tallo cerebral y las convulsiones. Las lesiones del tracto
piramidal suelen originar paralisis espastica, signo de Babinsky, clonus y
dislalia. Las lesiones del tallo inducen dificultad para deglutir. La afectacion
del SNC puede debutar con signos clinicos sugestivos de meningoencefalitis,
que puede resolverse espontdneamente. Se han descrito casos de meningitis
aséptica (43). La afeccién psiquiatrica es frecuente, con confusion,
alucinaciones y agitacion. Son Utiles en el diagnostico la tomografia axial
computarizada (TAC), la resonancia magnética, la tomografia de foton tnico
(SPECT), la angiografia cerebral, y el andlisis de liquido cefalorraquideo, que
usualmente muestra concentraciones elevadas de proteinas, bandas
oligoclonales de IgG e indice IgG elevado, pleocitosis con predominio de

linfocitos, y niveles de IL-6 elevados (44; 45).

Manifestaciones pulmonares

La prevalencia de la afectacion pulmonar es del 1% (46). El hallazgo

pulmonar mas comun son los aneurismas de la arteria pulmonar, y el principal
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signo clinico es la hemoptisis. La localizaciéon mas frecuente de los aneurismas
es la arteria lobar inferior derecha (35%), la arteria lobar inferior izquierda
(19%) y la arteria pulmonar principal derecha (17%). En la radiografia de
torax, muchos de los aneurismas aparecen como lesiones nodulares en hiliares
o parahiliares. Son utiles para el diagndstico la TAC y la resonancia
magnética. También se ha observado neumonitis eosinofilica, masas

mediastinicas, mediastinitis y quiloptisis con sindrome de vena cava superior.

Manifestaciones gastrointestinales

Se pueden encontrar ulceras esofagicas, géastricas o intestinales, Uinicas
o multiples, causando diarrea, hemorragia y perforacion intestinal. La
frecuencia de afectacion gastrointestinal varia en funciéon de la poblacion

estudiadas, pero generalmente es de 50 a 60% (2).

Manifestaciones genitourinarias

La incidencia de epididimitis es de 4-11%. Se han descrito casos
aislados de amiloidosis, nefropatia por IgA, trombosis de vena renal y

glomerulonefritis segmentaria y focal (2; 8).

I.1.e. PRONOSTICO Y MORBIMORTALIDAD

Los factores pronosticos mas importantes en la EB son la afectacion
ocular y de SNC. Las causas principales de mortalidad son la afectacion
cardiovascular, pulmonar y gastrointestinal (47). En diferentes series, el sexo
masculino ha presentado mayor prevalencia de afectacion ocular, pulmonar, de
SNC, TVP, tromboflebitis y test de patergia positivo, por lo que es de esperar

que los pacientes varones tengan un curso mas grave de la enfermedad (48).
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L.2. HEMOSTASIA

I.2.a. GENERALIDADES

La hemostasia es el conjunto de mecanismos y procesos que mantienen
la fluidez de la sangre y la integridad del sistema vascular. De esta forma, se
asegura que las células de los tejidos dispongan ininterrumpidamente de
oxigeno y nutrientes, a la vez que puedan liberarse de los productos de desecho
metabdlicos. Asi, el mantenimiento de un flujo constante de sangre es de vital
importancia. Obviamente, asimismo son de vital importancia los precisos
mecanismos implicados en la reparacion de un eventual dafio vascular de

forma que, finalmente, se restaure el flujo sanguineo.

En los mecanismos responsables del mantenimiento de la fluidez
sanguinea y de la reparacion del dafio vascular intervienen células (tanto de la
pared vascular como células sanguineas) y proteinas (con o sin actividad
enzimatica). Alteraciones de la biologia celular o molecular de estos
mecanismos resultan en estados de hipocoagulabilidad (que se manifiestan
como cuadros hemorragicos) o de hipercoagulabilidad (trombosis localizadas o

generalizadas en el sistema vascular).

Cuando un vaso sanguineo se dafa, se ponen en marcha los
mecanismos hemostaticos que se pueden agrupan en cuatro fases: la primera es
la contraccion de la pared del vaso, la segunda es la adhesion de las plaquetas a
la zona de la pared dafiada y la agregacion de las mismas entre si, la tercera es
la formacién y consolidacion del coagulo de fibrina, y la cuarta es la
eliminacion del codgulo. Las dos primeras fases forman la llamada hemostasia
primaria, y las otras dos, la hemostasia secundaria. La hemostasia secundaria
esta integrada por cuatro sistemas (Figura 1). La coagulacion y la
anticoagulacién controlan la formacion del codgulo, mientras que la

fibrinolisis y la antifibrinolisis controlan su eliminacion.
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Figura 1: Sistema hemostéatico
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La pared del vaso sanguineo consta de tres capas histologicas: la capa
intima, que es la mas interna, la capa media y la adventicia. La capa intima
esta formada por una unica capa de células endoteliales que estan en contacto
con la sangre circulante, y que juegan un papel fundamental en la hemostasia.
El primer suceso que ocurre cuando se produce una discontinuidad en la capa
de células endoteliales que recubre el sistema vascular, es el taponamiento de
dicha discontinuidad por agregrados de plaquetas. La rotura del endotelio
produce la activacion de las plaquetas, que se adhieren a la superficie del
subendotelio y entre si. En este proceso intervienen el fibrinogeno (Fbg) y el
factor von Willebrand (F vW), asi como receptores de la superficie plaquetar
(glicoproteinas Ib y [IIb/Illa) que interaccionan con componentes
subendoteliales, colageno y fibronectina. Asi, las plaquetas agregan entre si
formando un tapon hemostatico primario. Concomitantemente, se produce la

liberacion del contenido de los granulos densos (adenosin trifosfato (ATP),
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adenosin difosfato (ADP), iones calcio (Ca®"), serotonina), necesarios para la
agregacion plaquetar y la vasoconstriccion, y de los granulos a plaquetares
(Fbg, F vW, factor plaquetar 4, tromboxano, etc.), inicidndose la cascada de la

coagulacioén o hemostasia secundaria.

1.2.b. LA COAGULACION SANGUINEA

El siguiente suceso que acontece tras un dafio vascular es el
desencadenamiento de la coagulacion, una compleja cascada enzimatica cuyo
resultado final es una red tridimensional de polimeros insolubles de fibrina,
que es responsable de la estabilizacion del coagulo hemostatico.
Concomitantemente a la activacion de la coagulacion, se inicia el sistema
anticoagulante de la proteina C (PC), un sistema regulador que, junto a la
antitrombina (AT) y el cofactor 11 de la heparina (CH II), confina el coagulo al
sitio donde se produjo el dafio vascular y previene la diseminacion del proceso
de coagulacion en la circulacion. Finalmente, mientras que se repara la pared
vascular y la capa endotelial, la fibrinolisis entra en accion, disolviendo el

coagulo, recanalizando el vaso y restaurando el flujo sanguineo.

La coagulacion sanguinea es el proceso por el cual la activacion de una
serie de precursores enzimaticos produce la transformacion del Fbg en fibrina.
Dichos precursores, denominados factores de la coagulacion, circulan como
proenzimas inactivos, y se activan secuencialmente unos a otros, culminando
en la generacion de trombina y en la consiguiente formacion del coagulo de

fibrina. Dichas secuencia se ilustra en la Figura 2.
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Figura 2: La cascada de la coagulacion sanguinea
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La via extrinseca de la coagulacion

Las células endoteliales intactas de las paredes de los vasos impiden el
desencadenamiento de procesos trombogénicos mediante varios mecanismos:
la sintesis continua de prostaciclina, que inhibe la agregacion plaquetar, la
expresion de glicosaminoglicanos, que unen y potencian a la AT, y la
expresion en su superficie de complejos trombina-trombomodulina, que
pueden activar el sistema anticoagulante de la PC. Es asi como se evita que se
formen coagulos sanguineos en el interior de los vasos intactos. Por contra,
cuando el endotelio es estimulado por citoquinas como el factor de necrosis
tumoral o la IL-1, se convierte en una superficie de alto poder trombogénico.
Las células endoteliales estimuladas expresan en su superficie el factor tisular
(FT), que forma complejos con el factor VII (F VII). El complejo FT-F VII
cataliza lentamente la activacion del factor X (F X), y el F X activado, a su
vez, acelera el proceso de activacion del F VII. Aunque no se conoce

exactamente cudl es el primer evento catalitico de la via extrinseca, se acepta
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que un estimulo principal para la iniciacion de la coagulacion in vivo es la
exposicion de la sangre a tejidos danados que expresan el FT. Este proceso de
desencadenamiento de la coagulacion es lo que se ha denominado como la via

extrinseca de la coagulacion.

La via intrinseca de la coagulacion

Cléasicamente se ha distinguido otra via de la coagulacion, la via
intrinseca o fase de contacto de la coagulacién, que es responsable de la
coagulacion de la sangre in vitro. Los mejores activadores in vitro de la
coagulacion son sustancias como el vidrio, el kaolin o el sulfato de dextrano,
todas ellas cargadas negativamente. Otras sustancias que la activan son el
colageno, las plaquetas activadas y determinados acidos grasos. Al iniciarse la
via intrinseca, se activan el factor XII (F XII), la prekalikreina (PKK) y el
factor XI (F XI). Ademas, el contacto con la superficie, probablemente
plaquetar, produce un cambio conformacional del F XII que lo hace mas
susceptible de sufrir una rotura proteolitica, promoviéndose su interaccion con
la PKK y el F XI. Asi, se ha propuesto que la autoactivacion del F XII es la
primera actividad catalitica de la via intrinseca (49), que se contintia con la
activacion reciproca de la PKK y, por tanto, la consiguiente aparicion de mas F
XII activado (50). La cascada de activaciones continuaria entonces,
formandose en tltima instancia factor IX (F IX) activado. Es de interés resefiar
que la activacion de la fase de contacto de la coagulacion puede iniciar el

proceso de la fibrinolisis.

La via comun de la coagulacion

Independientemente de que la coagulacion haya sido iniciada por la via
intrinseca o extrinseca, la cascada enzimatica converge en una via comdn con
la activacion del F X por el F IX activado, generado por cualquiera de las dos
vias. El F X activado cataliza la formacion de trombina a partir de

protrombina. La trombina convierte al Fbg en fibrina, controlando asi la
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formacion del coagulo. Todo el proceso hemostatico estd controlado por la
trombina (51). En efecto, la trombina modifica las plaquetas para acelerar la
coagulacion, y las células endoteliales para inhibirla. La trombina activa al
factor XIII, que estabiliza a la fibrina, haciéndola resistente a su disolucion.
Asi, la respuesta del sistema hemostatico (formacion y disolucion del codgulo)
es dependiente de la concentracion de trombina y de la normalidad de las
cuatro dianas sobre las que actia la trombina (plaquetas, células endoteliales,
Fbg y factor XIII). Por otra parte, la trombina regula la cascada de la

coagulacion a través de la activacion del sistema anticoagulante de la PC.

El mecanismo de anticoagulacion

La coagulacion sanguinea precisa de un mecanismo de regulacion que
evite la extension incontrolada del codgulo formado. El requerimiento de una
superficie adecuada limita considerablemente la propagacion del trombo mas
alla del lugar del dafio vascular, al restringir las reacciones enzimaticas a dicho
lugar. Otro mecanismo de control es la fibrinolisis, que actua desde un primer
momento limitando el crecimiento del trombo. Adicionalmente, el mecanismo
de la anticoagulacion esta destinado a inhibir a los factores activadores de la

coagulacion, controlando asi la formacion del codgulo de fibrina.

El mecanismo de anticoagulacion estd formado por dos sistemas
(Figura 3): el sistema de inhibidores de proteasas y el sistema de la PC, que se
describira con detalle mas adelante. Los inhibidores de proteasas son la AT, el
CH 1II, el inhibidor de la via del factor tisular 1 (TFPI-1), la «-2
macroglobulina, la o, antitripsina (o0;AT) y el Cl-inhibidor (52). El sistema de
la PC esta formado por la PC, la proteina S (PS), la trombomodulina (TM), el
receptor endotelial de la PC (EPCR), el inhibidor de la PC activada (PCI), y la
proteina de union al componente 4b del complemento (C4b-BP). La AT, el CH
II, la o, AT, el Cl-inhibidor y el PCI pertenecen al grupo de las serpinas (Serin
protease inhibitor), que actian como falsos sustratos de los enzimas tipo serina

a los que inhiben (53). La AT es el principal regulador de la generacion de
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trombina, inhibiendo a los factores XII activado, XI activado, kalikreina, IX
activado, X activado y trombina (54). El CH II inhibe a la trombina (55). El
TFPI-1 inhibe al F X activado y al complejo FT-F VII (56). La aq,-
macroglobulina inactiva a la mayor parte de los factores de la coagulacion y
fibrinolisis activados. El Cl-inhibidor, un componente del sistema del
complemento, es un inhibidor de los factores XII activado, XI activado y
kalikreina. La o, AT inhibe al F XI activado, a la plasmina y a la PC activada
(PCa).

Figura 3: Inhibidores de la coagulacion. Los enzimas y cofactores activados
generados durante el proceso de la coagulacion son regulados por una serie de
inhibidores. La AT inhibe a la mayoria de los enzimas generados, mientras que el
CH Il inhibe a la trombina. El sistema de la PC inhibe a los F Vay F Vllla, y el
TFPI inhibe al complejo formado entre el FT y el factor VII
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I.2.c. LA FIBRINOLISIS

Los codgulos no son permanentes. La formacion del coagulo va seguida
del inicio de los procesos de reparacion del vaso, estimulados por el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, y de la fibrinolisis, que es el conjunto de
mecanismos encargados de la degradacion del codgulo de fibrina. La fibrinolisis
comienza con la localizacion simultanea en el coagulo de fibrina de activador
tisular del plasminoégeno (t-PA), plasmindgeno, o,-antiplasmina (a,AP) y
trombina. El t-PA, producido por las células endoteliales, cataliza el paso de
plasmindgeno a plasmina. La plasmina degrada a la fibrina convirtiéndola en
fragmentos de degradacion (PDFs). El exceso de plasmina se inactiva por
accion de la apAP. Los procesos que desencadenan la fibrinolisis no estan
claramente establecidos. El t-PA es sintetizado y liberado a la circulacion por
las células endoteliales de forma permanente y/o ante diversos estimulos
fisiologicos (ejercicio, estasis, etc.). Ademas, las células endoteliales que
exhiben la trombina unida a la TM, una proteina integral de membrana, son
estimuladas en la produccion de t-PA (51), por lo que la trombina podria
sefalizar el desencadenamiento de la fibrinolisis. El activador del
plasmindgeno de tipo uroquinasa (u-PA) es otro enzima que cataliza el paso de

plasmindgeno a plasmina.

Existen varios inhibidores de la fibrinolisis que mantienen el sistema en
equilibrio, como se observa en la Figura 4. Los inhibidores del activador del
plasmindgeno (PAls) se unen al t-PA o a la u-PA, inactivandolos y frenando de
esta manera la fibrinolisis. Estos inhibidores son el PAI-1, también llamado
inhibidor de los activadores del plasminogeno de tipo endotelial, el PAI-2,
inhibidor de los activadores del plasmindgeno placentario, del que solo se
detectan niveles plasmaticos significativos en mujeres gestantes (57), y el PAI-3,
que mas tarde se identifico como el PCI (58), con mayor concentracion
plasmatica pero menor actividad antifibrinolitica (59). El principal inhibidor de la
fibrinolisis in vivo es el PAI-1. Recientemente, se ha descrito otro mecanismo

que actua inhibiendo el paso de plasmindgeno a plasmina: la via del inhibidor de
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la fibrinolisis activable por trombina (Thrombin Activatable Fibrinolysis
Inhibitor, TAFI) (60). El TAFI activado elimina los residuos de aminoacidos
basicos (lisina y arginina) exhibidos en los PDFs, evitando asi el anclaje de t-PA
y plasmindgeno sobre los mismos. Otros inhibidores de la fibrinolisis actiian
inhibiendo la actividad proteolitica de la plasmina: la o,AP y la oy-

macroglobulina.

Figura 4: La via de la fibrinolisis
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Para una correcta hemostasia, es esencial el equilibrio entre factores
activadores e inhibidores de la fibrinolisis. Cuando se forma un codgulo, la union
simultanea del t-PA y el plasmindgeno a la fibrina facilita su conversion a
plasmina, que lisa el coagulo de fibrina. El exceso de t-PA que se libera al plasma
es inactivado rapidamente por el PAI-1 liberado por las plaquetas y el endotelio
tras el dafio vascular, de la misma forma que el exceso de plasmina es degradado
por la o, AP. De esta manera, la fibrinolisis activa queda confinada al coagulo de

fibrina.
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I.2.d. EL SISTEMA DE LA PROTEINA C

El sistema de la proteina C

El sistema de la PC es una ruta enzimdtica que regula la generacion de
trombina en el torrente sanguineo. El sistema es iniciado por la propia
trombina (61). Una vez activada, la PCa inactiva a los factores V activado (F
Va) y VII activado (F VIlla), disminuyendo drasticamente la generacion de
trombina (62). Las alteraciones cualitativas o cuantitativas de los componentes
del sistema de la PC dan lugar a un aumento significativo del riesgo de
trombosis, siendo responsables de casi la mitad de las causas conocidas de

trombofilia.

El sistema de la PC, a diferencia de otros mecanismos anticoagulantes,
es capaz de amplificar la respuesta anticoagulante conforme aumentan los
mecanismos procoagulantes. La PC circula en sangre en forma de zimdgeno
inactivo, debiendo ser activada para poder ejercer su accion anticoagulante
(62). Dicha activacion tiene lugar sobre la superficie de la célula endotelial
(Figura 5). Parte de la trombina generada durante el proceso de la coagulacion
se une a su receptor especifico en la superficie de la célula endotelial, la TM.
Una vez unida a la TM, la trombina pierde su capacidad procoagulante y se
convierte en un potente anticoagulante, al activar rapidamente a la PC. Otro
receptor en la membrana de la célula endotelial, el EPCR, aumenta la
velocidad de activacion de la PC por el complejo trombina-TM (63). El
perfecto ensamblaje de estas cuatro proteinas es esencial para la correcta
activacion de la PC. Una vez activada, el enzima resultante, la PCa, debe
disociarse de su receptor para poder ejercer su accion anticoagulante, a lo que
contribuye la PS, que ademads facilita el acoplamiento de la PCa en las
superficies fosfolipidicas donde estan teniendo lugar las reacciones de
coagulacion. Alli, la PCa es capaz de degradar, de forma selectiva, a los
cofactores de la coagulacion F Va y F Vllla (64), reduciendo drasticamente la

formacion de trombina y, por tanto, el proceso de la coagulacion. Por
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consiguiente, para que el sistema de la PC pueda ejercer su accion
anticoagulante, se deben ensamblar perfectamente las moléculas de PC,
trombina, TM y EPCR sobre la superficie de la célula endotelial. Cualquier
modificacion en alguno de estos componentes puede alterar el proceso normal

de anticoagulacion.

Figura 5: El sistema de la proteina C
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La vida media de la PCa es inusualmente larga, de alrededor de 10
minutos (65). Sus principales inhibidores son el PCI, la o,AT y la a,-
macroglobulina (65-67). La lenta inactivacion de la PCa le permite desplazarse
con el flujo sanguineo hasta localizar a los complejos de la coagulacion sobre
las superficies celulares fosfolipidicas procoagulantes, donde los inactiva y

controla de esta manera la propagacion de la coagulacion.

La TM se encuentra distribuida uniformemente en la superficie de la
célula endotelial de todos los vasos, con unas 100.000 moléculas/célula
endotelial, excepto en la microcirculacion cerebral, donde la concentracion es

mas baja. Cuando el diametro del vaso se estrecha, el area de la superficie
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vascular expuesta a la sangre circulante aumenta exponencialmente desde
menos de 3 a mas de 3000 cm*mL de sangre. Por lo tanto, la concentracion
relativa de TM disminuye en los grandes vasos. Esto resultaria en una
deficiente activaciéon de la PC en los grandes vasos, sobre todo teniendo en
cuenta que la afinidad entre la TM y la PC es débil. Por el contrario, el EPCR
se localiza principalmente en el endotelio de las arterias y venas de los grandes
vasos y tiene una alta afinidad por la PC. Ello permite una efectiva
localizacion de la PC sobre estas superficies y asegura una activacion eficaz de

la PC sobre la superficie de los grandes vasos.

Alteraciones del sistema de la proteina C

La importancia del sistema de la PC como un potente mecanismo
anticoagulante natural se manifesto tras la descripcion de deficiencias familiares
de PC o PS asociadas con un aumento del riesgo de trombosis (68) y de recién
nacidos con deficiencia homocigota de PC, que presentaban trombosis masivas
mortales si no se trataban inmediatamente con infusion de plasma fresco. Una
revision de los principales mecanismos fisiopatologicos que subyacen bajo
ciertos estados de hipercoagulabilidad hereditaria o adquirida revela que una
alteracion del sistema de la PC es la causa de la mayoria de estos estados, lo
cual pone de relieve la importancia de la PC como una via anticoagulante

natural para la prevencion de la enfermedad trombdtica.

Una alteracion de cualquiera de los componentes del sistema de la PC
esenciales para su activacion, puede dar lugar a un bajo nivel circulante de PCa
y a un mayor riesgo trombotico (69). Asi, ademas de las bien caracterizadas
deficiencias de PC y PS, los niveles reducidos de PCa (70) también pueden ser
debidos a mutaciones en el gen de la TM (71) o del EPCR (72), situaciones
que se han asociado a un aumento del riesgo de trombosis (73-76). Por otra
parte, una disfuncion endotelial puede producir una reduccion de los niveles de
TM y EPCR en la membrana de la célula endotelial (77), con la consiguiente

reduccidn de la activacion de la PC. La inflamacion es una de las condiciones
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clinicas que alteran la funcién endotelial y reducen la expresion de la TM y el
EPCR. Se ha descrito una disminucion de PCa circulante y un aumento del
riesgo de trombosis en pacientes con disfuncion endotelial asociada a fiebre

botonosa mediterranea o a insuficiencia renal cronica (78).

En condiciones basales, existe un nivel detectable de PCa circulante,
como consecuencia de la continua activacion de la coagulacion, como lo
prueba la deteccion de complejos PCa:PCl y PCa:a; AT in vivo (65; 79). Se ha
descrito que niveles reducidos de PCa circulante pueden ser un factor de riesgo

de trombosis venosa (80) y de infarto de miocardio (81).

Uno de los principales factores genéticos de riesgo trombotico es la
presencia de la mutacion factor V Leiden (F V Leiden) (82), consistente en una
mutacion puntual en el gen del factor V de la coagulacion en el que una
guanina en posicion 1691 esta sustituida por una adenina. La mutacion da
lugar a un cambio en un aminoacido de la secuencia del factor V (Arg506-Gln),
y esta presente en el 1-5% de la poblacion general. El F Va es esencial para
acelerar la coagulacion, al actuar como cofactor del F X activado en la activacion
de la protrombina. La mutacion F V Leiden puede considerarse una alteracion del
sistema de la PC. El papel de la PC, como se ha detallado previamente, es el de
regular la coagulacion inactivando a F Vay F VIlla. La PCa destruye la actividad
del F Va cortando por los enlaces Arg306, Arg506 y Arg679, y de esta forma
controla la velocidad y extension de la coagulacion. El corte por Arg506 acelera
el corte de las otras dos argininas. Cuando la Arg506 estd sustituida por el
glutamico, como ocurre en la mutacion F V Leiden, la PCa no puede cortar este
enlace, y la velocidad de rotura de las otras dos argininas se reduce, por lo que la
inactivacion del F Va es mucho mas lenta, y la coagulacion no puede regularse
en este punto, existiendo, por tanto, una mayor tendencia a la trombosis en los
individuos con esta anomalia genética. Esta situacion se denomina resistencia a la
PCa (R-PCa). Alrededor de un 25% de pacientes con TVP confirmada tienen
como unico defecto detectado una mutacion F V Leiden o una deficiencia de PC

o PS.
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Inflamacion y via de la proteina C

En condiciones fisioldgicas, el arbol vascular proporciona una potente
actividad anticoagulante, mientras que la actividad procoagulante es minima.
Sin embargo, la inflamacion altera este balance, reduciendo la actividad
anticoagulante e incrementando la estimulacion de reacciones procoagulantes.
Un claro ejemplo es el shock séptico inducido por infeccion con gram-
negativos. La infeccion provoca una reduccion de los mecanismos
anticoagulantes, al reducir el nimero de moléculas de TM y EPCR sobre el
endotelio y aumentar los mecanismos procoagulantes, de tal forma que el
proceso de coagulacion se desarrolla de manera generalizada e incontrolada,
con consumo del Fbg, proceso denominado coagulacion intravascular
diseminada. La Figura 6 muestra un modelo de los procesos modulados por la

inflamacion, con especial énfasis en el sistema de la PC (83).

La inflamacién induce la union de neutrofilos y monocitos al endotelio,
via receptores de adhesion inducibles, incluyendo las selectinas. Los monocitos
expresan FT y unen F VII activado para iniciar la coagulacion. Las plaquetas
activadas pueden unirse a neutrofilos adherentes via selectinas, proporcionando
una superficie adecuada sobre la cual puede propagarse la coagulacion. Los
monocitos activados liberan citoquinas que inhiben la sintesis de TM. La TM de
la pared del vaso puede ser degradada por los neutréfilos, aumentando el nivel
de TM soluble, con menor actividad anticoagulante. La inflamacion reduce el
nivel de PS en la circulacion, y la mayor parte de ésta se encuentra unida al C4b-

BP, sin actividad anticoagulante.
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Figura 6: Influencia de la inflamacion sobre la coagulacién y el sistema de la

proteina C. Modificada de Esmon y cols, 1995 (83).
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I.2.e. EL ENDOTELIO

El endotelio vascular juega un papel activo en el mantenimiento del
equilibrio hemostatico, trabajando conjuntamente con las plaquetas, las proteinas
de la cascada de la coagulacion y el sistema fibrinolitico. Las células endoteliales
inhiben la formacion de coagulos sintetizando y segregando TM, heparina sulfato
y TFPI; modulan la fibrinolisis sintetizando y segregando t-PA, u-PA y PAIs,
inhiben la agregacion plaquetaria liberando ADP, prostaciclinas (PGI, ) y 6xido
nitrico (ON), y regulan el tono vascular sintetizando endotelinas

vasoconstrictoras y prostaciclinas vasodilatadoras (84).
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L.3. TROMBOFILIA

I.3.a. CONCEPTO, PREVALENCIA Y TIPOS

La trombofilia es una tendencia al tromboembolismo venoso (TEV),
causada por la presencia de factores ambientales, adquiridos o hereditarios. Se
aplica este término solamente a un subgrupo de pacientes con trombosis
atipica, presentando alguna de las siguientes caracteristicas: edad temprana del
evento, recurrencia frecuente, historia familiar consistente, localizaciones
inusuales o amplias, y desproporcion entre la gravedad y el factor de riesgo. En
la mayoria de pacientes, los eventos trombdticos son episodicos, separados por
largos periodos asintomaticos, lo que sugiere la existencia de algin factor

desencadenante para cada evento.

El término trombofilia hereditaria reconoce la presencia de un factor
hereditario que por si solo predispone al TEV, pero que frecuentemente
requiere la interaccidon con otros componentes, hereditarios o adquiridos, para
que ocurra el evento. Se puede definir la trombofilia hereditaria como una
tendencia al TEV genéticamente determinada. Las anormalidades dominantes
o las combinaciones de defectos menos graves pueden dar lugar a una clinica

aparente desde una edad temprana o a una recurrencia frecuente.

La Tabla 2 resume los factores genéticos que pueden predisponer a la
trombofilia. Generalmente, la trombosis venosa se debe a la interaccion entre
factores genéticos y adquiridos. Entre estos ultimos, se encuentran la edad
avanzada, la inmovilizacion, la cirugia mayor, ortopédica o neurocirugia, el
embarazo y el puerperio, el uso de hormonas conteniendo estrogenos, las

neoplasias, el sindrome antifosfolipidico, y la R-PCa adquirida (85).
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Tabla 2: Causas de trombofilia hereditaria

Hereditarias Adquiridas / hereditarias *

Deficiencia de AT Hiperhomocisteinemia

FV Leiden Factor VIII aumentado
C677T MTHFR ** Hiperfibrinogenemia
Deficiencia de PC

PG20210A
Deficiencia de PS
Disfibrinogenemia

Posiblemente hereditarias **
Deficiencia de plasminogeno
Deficiencia de CH II
Deficiencia de t-PA
Aumento de PAI-1

*Se desconoce la contribucion relativa precisa.

**No hay firme evidencia de que estas condiciones estén asociadas a trombofilia

hereditaria.

La Tabla 3 muestra el riesgo de TEV asociado a los diferentes defectos

trombofilicos congénitos.

Tabla 3: Defectos trombofilicos congénitos. Prevalencia y riesgo de
tromboembolismo venoso

Defecto Prevalencia en Prevalencia en TEV Odds Ratio
trombofilico controles

Sin defecto 1
Deficiencia de AT 0,01-0,02% 0,5-1% 20-50
Deficiencia PC 0,2-0,3% 2-5% 7-10
Deficiencia PS 3% 2-10

FV Leiden 3-7% 8-20% 3-8
PG20210A 2-4% 6-9% 2,5-4
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1.3.b. TROMBOFILIAS HEREDITARIAS

Déficit de antitrombina

En nuestro medio se ha calculado una prevalencia de esta alteracion de
0,5-1% de los pacientes con fendmenos tromboticos. La AT inhibe a la
mayoria de los factores de la coagulacion activados. Las manifestaciones
tromboticas venosas en pacientes con déficit de AT son similares a las que
ocurren en el déficit de PC o PS; sin embargo, parece que los episodios de
tromboflebitis ocurren mds raramente. Se han descrito varias mutaciones
asociadas con el déficit de AT. El déficit de tipo I se asocia a bajos niveles
plasmaticos de AT, mientras que el déficit de tipo II es un defecto funcional
que reduce la actividad anticoagulante de la AT, manteniéndose normales sus
niveles antigénicos. Se asocia a cuadros tromboticos mas precoces y graves
que los déficits de PC y PS, salvo las formas en que existe un defecto
funcional. La presencia del déficit de AT incrementa hasta 50 veces el riesgo
de padecer trombosis. Las mujeres con déficit de AT parecen tener un especial

riesgo de desarrollar fendmenos trombdticos durante el embarazo.

Déficit de proteina C

El déficit heterocigoto de PC incrementa el riesgo de trombosis, sin que
exista diferencia en la frecuencia de trombosis en funcion del tipo de déficit.
Al igual que para la AT, el déficit de tipo I cursa con bajos niveles en plasma,
y el de tipo II es un defecto funcional con niveles antigénicos normales. Los
miembros de una familia con déficit de PC presentan entre 8 y 10 veces mayor
riesgo de padecer trombosis venosa, y el 50% habrd padecido al menos un
episodio trombotico a la edad de 40 anos (86). En estas familias, gran parte de
los eventos tromboticos se desarrollan sin la presencia de un factor
desencadenante (87). El riesgo relativo para el desarrollo de trombosis en
pacientes obtenidos de la poblacion general con déficit de PC es similar al de

las familias con dicha alteracion (88). La prevalencia de déficit de PC en
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pacientes con trombosis es del 3%, mientras que en la poblacion general, la

prevalencia es de 0,2% (89).

Déficit de proteina S

La PS circula en plasma en dos formas. Un 40% lo hace en la forma
libre, con actividad anticoagulante, mientras que un 60% lo hace en forma de
complejo con el C4b-BP, un componente del sistema del complemento, sin
actividad anticoagulante. El déficit de PS consiste en un trastorno de herencia
autonomica dominante con tres subtipos de presentacion en heterocigotos,
definidos en funcion de la concentracion de PS total (la suma de PS libre y PS
unida al C4b-BP), la de PS libre, y la actividad de la PS como cofactor de la
PC. El tipo I tiene niveles bajos de PS total y libre, estando también reducida
su actividad como cofactor de la PCa. El tipo II tiene niveles normales de PS
total y libre, estando reducida su actividad como cofactor de la PCa. En el tipo
I, los niveles de PS total son normales, pero tanto los de PS libre como los de
la actividad de cofactor de la PCa estan reducidos, estando asi reducida su
actividad. Los individuos con deficiencia de PS tienen 8,5 veces mas riesgo de
desarrollar trombosis venosa que los individuos sin esta deficiencia (68). En
nuestro medio, se ha calculado una prevalencia de déficit de proteina S en
pacientes con trombosis venosa del 7,3%. Los individuos homocigotos
padecen purpura neonatal fulminante. Su papel como factor de riesgo para

enfermedad cerebrovascular arterial no esta claro.

Resistencia a la proteina C activada

El F V Leiden (Q506 o Arg506GlIn) se origina por la sustitucion de
arginina por glutamina en la posicion 506 del factor V de la coagulacion,
debido a una mutacion en el nucledtido 1691 del gen que lo codifica. EI F Va
mutado es resistente a la degradacion por la PCa. Ello condiciona un acimulo

de F Va y un aumento en la produccion de trombina, y finalmente un estado de
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hipercoagulabilidad. Otras mutaciones conocidas del factor V, como el factor
V Cambridge (cambio en el aminodcido arginina 306 por treonina) o el factor
V Hong Kong (cambio en el aminodcido arginina 306 por glicina), no parecen

conferir R-PCa.

La prevalencia de individuos heterocigotos para el F V Leiden en la
poblacion europea oscila entre 5 y 8%, constituyendo la causa mas frecuente
de trombofilia hereditaria. S6lo el 1% de pacientes con F V Leiden son
homocigotos (90). En Espafia, la prevalencia en poblacion general es de 3-4%

(91; 92).

Entre 10 y 20% de los pacientes con un primer episodio de TVP o
tromboembolismo pulmonar (TEP) presentan F V Leiden. El riesgo relativo
para TVP es de 7 en individuos heterocigotos y hasta de 80 en homocigotos
para el F V Leiden (93). Aun asi, la probabilidad de desarrollar fendmenos
tromboticos y su gravedad es menor que en pacientes con otras causas menos

frecuentes de trombofilia hereditaria.

Se ha objetivado una mayor prevalencia de F V Leiden en pacientes con
TVP que tienen otros defectos trombofilicos hereditarios tales como
deficiencia de PC, de PS, de AT, mutacion del gen de la protrombina, niveles
elevados de factor VIII u homocigosidad para la mutacion del gen de la

metilentetrahidrofolatoreductasa (MTHFR) (94).

Ademas, el riesgo de TVP se incrementa con el uso de anticonceptivos
orales hasta 30 veces respecto al de la poblacién general, especialmente con
anticonceptivos de tercera generacion, al inducir éstos una R-PCa comparable
a la propia resistencia causada por el defecto genético, resultando una R-PCa
final semejante a la de mujeres homocigotas para el F V Leiden (95). En las
mujeres portadoras de la mutacion y consumidoras de anticonceptivos orales,
existe asimismo un mayor riesgo de trombosis venosa cerebral (96). El riesgo
de TVP también es mayor en mujeres embarazadas portadoras de F V Leiden
(97), especialmente cuando la mutacion se asocia con complicaciones

obstétricas (98). Por el contrario, no se ha demostrado que el F V Leiden
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confiera un mayor riesgo de TVP tras cirugia traumatologica (99), o en
procesos neoplasicos (100). Sin embargo, el riesgo de desarrollar TVP se
incrementa en portadores de catéter venoso central con F V Leiden (101). No
se ha conseguido demostrar un mayor riesgo de trombosis arterial en los

portadores de la mutacion (102).

Mutacion G20210A de la protrombina

La mutacion G20210A de la regiéon 3’ no traducida del gen de la
protrombina estd asociada a un aumento de los niveles plasmadticos de
protrombina. Esta mutacion es la segunda causa mas frecuente de estados
hereditarios de hipercoagulabilidad. La prevalencia de dicha mutacion tiene
una importante variabilidad geografica (103), siendo mas prevalente en los
paises del sur de Europa que en los del norte, a la vez que es el factor de riesgo
hereditario trombdtico mas prevalente en la poblacion espanola (104; 105), con
una prevalencia que oscila entre el 3,5 y el 5%. Los portadores heterocigotos
tienen un aumento global del riesgo trombotico entre 2 y 3 veces, presentando
mayor riesgo de TVP en extremidades (106), de trombosis venosa portal
idiopatica (107), de trombosis venosa cerebral, especialmente en usuarias de
anticonceptivos orales (108), y de complicaciones obstétricas (109). Algunos
autores han encontrado una asociacion entre esta mutacion y el riesgo de
trombosis arterial, manifestado como enfermedad cerebrovascular (108) o
como cardiopatia isquémica (110), aunque otros autores no han confirmado

estos resultados (111).

Polimorfismo C677T del gen de la metilentetrahidrofolatoreductasa

Se ha demostrado que niveles elevados de homocisteina plasmatica
constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de TVP y de aterotrombosis
(112-114). Los niveles plasmaticos de homocisteina estan regulados, entre

otros, por la enzima MTHFR (115), que transforma la homocisteina en
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metionina. Una mutacioén de dicha enzima que se asocie con una disminucion
de su actividad puede producir un aumento de los niveles plasmaticos de
homocisteina. El genotipo TT del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR
se asocia a niveles plasmaticos moderadamente elevados de homocisteina, y se
considera la causa genética més frecuente de hiperhomocisteinemia (113). Los
niveles plasmaticos elevados de homocisteina pueden ser debidos a otras
causas, como déficits nutricionales de acido folico, vitamina B12 y vitamina

B6 (116).

La prevalencia en nuestro medio de la mutacion del gen de la MTHFR
es del 15% (117). La homocigosidad para el alelo T se ha considerado factor
de riesgo para el desarrollo de TVP (118; 119), aunque no todos los autores

han confirmado estos resultados (120).

Deficiencia del cofactor 11 de la heparina

El CH II es un inhibidor homoélogo a la AT, pero con diferente
especificidad. Requiere concentraciones de heparina mas elevadas para su
actividad, e inhibe a la trombina pero no al factor Xa ni al IXa. El dermatan
sulfato, otro glicosaminoglicano, también acelera la inactivacion de la

trombina por el CH II, mientras que no tiene efecto sobre la AT.

Aunque se han descrito deficiencias de CH II asociadas a trombosis
(121; 122), no estd establecida dicha asociacion. Asi, un estudio familiar
reveld la presencia de dos hermanas con deficiencia homocigota de CH II,
ademds de otros doce familiares con deficiencia heterocigota (55). El tnico
portador de la mutacion que presentd TVP era homocigoto, pero ademas tenia
una deficiencia heterocigota de AT. Ni su hermana heterocigota ni los demas
familiares portadores tenian historia de TVP, sugiriendo que la deficiencia de
CH 1II confiere un bajo riesgo de TVP, incluso en homocigotos, excepto

cuando se asocia con otros factores trombofilicos (55; 123; 124).
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Deficiencia de plasminogeno

Se han descrito deficiencias de plasmindégeno de tipo familiar,
asociadas con una tendencia trombdtica. Existen dos formas de deficiencia de
plasmindgeno: la de tipo I, con disminuciones plasmaticas tanto del nivel de
proteina como de su actividad, y la de tipo II, con reduccion tnicamente de la
actividad funcional. Se trata de un defecto autosémico dominante de

significado incierto como factor de riesgo para trombosis venosa (125).

Deficiencia de factor XII

El déficit de F XII se ha relacionado clasicamente con cardiopatia
isquémica y con trombosis venosa (126), aunque no todos los estudios han

podido comprobar dicha asociacion (127).

1.3.c. TROMBOFILIAS ADQUIRIDAS

Hiperhomocisteinemia

La homocisteina es un aminoacido derivado de la metionina cuyo grupo
sulfidrilo puede producir citotoxicidad endotelial, inhibicion de la glutation
peroxidasa y ON, interferencia con los factores de la coagulacion, y oxidacion
de la LDL (128). El piridoxal-5-fosfato, la forma activa de la vitamina B6,
interviene en el metabolismo de la homocisteina. La vitamina B6 interviene
también en la sintesis de ARNm y en la sintesis proteica, asi como en la
produccion de ciertas citoquinas que se generan durante los procesos
inflamatorios. Por tanto, en enfermedades autoinmunes que cursan con
procesos inflamatorios, el aumento del consumo de vitamina B6 puede generar
un déficit de la misma y secundariamente una hiperhomocisteinemia

plasmatica.
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Como se ha indicado previamente, la hiperhomocisteinemia se
considera actualmente un factor de riesgo independiente para la enfermedad
arterial coronaria y para la trombosis arterial y venosa (112-114). El
mecanismo mediante el cual la hiperhomocisteinemia causa un estado
protromboético no estd totalmente establecido. Parecen estar involucrados
varios procesos. La homocisteina puede dafiar directamente el endotelio,
aumentar el colesterol LDL, aumentar la agregacion plaquetaria, alterar la
regulacion vasomotora e incrementar la interaccion entre leucocitos y
endotelio (128-130). Ademas, puede inhibir la sintesis de TM, que actiia como
cofactor de la trombina en la activacion de la PC (131), reduciendo su

capacidad anticoagulante, asi como inhibir la accion anticoagulante de la AT.

Anticuerpos antifosfolipido

El TEV es una complicacion reconocida en diferentes enfermedades
autoinmunes. La presencia de anticuerpos antifofolipido (anticoagulante lupico
(AL) y anticuerpos anticardiolipina (AAC)) tipo IgG en titulo alto y medio se
asocia a trombosis venosa y arterial, enfermedad neuroldgica, abortos
espontaneos y trombocitopenia. El AL y los AAC son inmunoldgicamente
diferentes, pero las manifestaciones clinicas asociadas con su presencia son
muy similares. La presencia de anticuerpos antifosfolipidos eleva 10 veces el
riesgo de desarrollar fenomenos tromboticos venosos, y algunos estudios
retrospectivos evidencian que el 31% de los pacientes con anticuerpos
antifosfolipido desarrollan TVP (132). Se ha encontrado un aumento de los
anticuerpos antifosfolipido en pacientes jovenes con infarto de miocardio y

con enfermedad cerebrovascular.

Aumento de la actividad funcional del factor VIII, IX, XI

Los niveles elevados de factor VIII se han descrito como factor de

riesgo para el desarrollo de TEV (133-135), habiéndose encontrado un

incremento mayor del riesgo a mayor concentracion de dicho factor (136). Del
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mismo modo, los niveles plasmaticos elevados de los factores IX y XI

aumentan el riesgo de TEV (137; 138).

Aumento delos niveles de TAFI

El TAFI es una metaloprocarboxipeptidasa que puede ser activada
facilmente por la plasmina. Aunque la trombina es un débil activador del
TAFI, la presencia de TM acelera extraordinariamente su activacién, como
ocurre con la activacion de la PC. El TAFI activado es capaz de eliminar los
residuos de lisina y arginina generados por la accidon de la plasmina sobre la
fibrina, y de esta manera elimina los anclajes de t-PA y plasminogeno sobre
los mismos, impidiendo la estimulacion de la actividad de cofactor de la
fibrina y favoreciendo la inhibicion de la plasmina por la a,AP. Diversos
estudios han demostrado una amplia variacion interindividual en la
concentracion plasmatica de TAFI. Se ha descrito una asociacion entre niveles

elevados de TAFI y aumento del riesgo de trombosis (139).

Déficit de Anexina

Las anexinas constituyen una superfamilia de proteinas de similar
estructura y caracterizadas por su capacidad de unién a los fosfolipidos (FL) en
presencia de iones (140). Cada una de ellas tiene una funcidon bioldgica
diferente: la anexina A1l inhibe la inflamacion. La anexina A2 funciona como
receptor de t-PA y regula la formacion de plasmina sobre la superficie celular.
La anexina A5 se encuentra en muchos tejidos y también en sangre, y
probablemente es liberada por la pared del vaso. Se une preferentemente a FL
cargados negativamente, que son capaces de actuar como superficies
cataliticas para los complejos de la coagulacion. Por lo tanto, la anexina 5 es
capaz de prevenir la formacion de los complejos protrombinasa, actuando
como un anticoagulante. Se ha demostrado que la deficiencia de anexina AS se
asocia con trombosis (141), mientras que el aumento de su concentracion

puede reducir el riesgo de infarto de miocardio en individuos jovenes (142).
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1.4. HEMORREOLOGIA

La Hemorreologia estudia el comportamiento del flujo sanguineo y la
interaccion de la sangre con la pared del vaso. El flujo sanguineo depende no
solo de la accion bombeante del musculo cardiaco y de la resistencia al flujo
impuesta por la geometria vascular, sino también de la resistencia al flujo
debida a la composicion de la sangre. El comportamiento del flujo sanguineo
depende de la viscosidad sanguinea (VS), de la viscosidad plasmatica (VP), de
la agregacion eritrocitaria (AE), y de la deformabilidad eritrocitaria (DE). Las
alteraciones hemorreoldgicas son causa de eventos tromboticos tanto del area
venosa como arterial (143; 144). Asi, un aumento de la VS, de la VP, de los
niveles de Fbg, de la AE y de la rigidez de los hematies pueden asociarse a

eventos tromboticos.

I.4.a. VISCOSIDAD SANGUINEA

La sangre es un fluido no newtoniano, ya que su viscosidad varia con
las condiciones del flujo. Esto se debe a las variaciones que la AE y DE

experimentan con las distintas condiciones de cizallamiento de la sangre.

Los parametros hemorreoldgicos que modulan la VS son la velocidad
de cizallamiento (shear rate) y la fuerza de cizallamiento (shear stress). La
velocidad de cizallamiento es la diferencia de velocidad entre dos capas
adyacentes de un fluido en movimiento por unidad de distancia entre ambas.
La fuerza de cizallamiento es la fuerza que actlia paralelamente a la superficie
del vaso sobre cada unidad de area de flujo en movimiento. La VS es el

cociente entre el shear stress y el shear rate.
A baja velocidad de cizallamiento sanguineo, cuando las fuerzas que

actuan sobre los hematies son pequefias, se produce un aumento de la VS. Por

el contrario, a velocidad de cizallamiento elevada, los hematies desagregan y

39



se deforman, cambiando su habitual forma discoidea por una forma oval que
opone una resistencia minima al flujo sanguineo, disminuyendo por tanto la
VS (145). Los poquets de las valvulas de venas y vénulas postcapilares, donde
la velocidad de flujo sanguineo es muy baja y la estasis méaxima, son los
lugares donde mas probabilidad existe de que los hematies agreguen, y es
donde suele iniciarse la formacion del trombo venoso (146).

La VS debe determinarse a 37°C, pues la temperatura influye sobre la
misma. Puede valorarse a distintas velocidades de cizallamiento, que remedan
las existentes en las diversas areas del arbol vascular. Los factores que
determinan la VS son el hematocrito, la VP, la DE y la AE. Se puede medir a
hematocrito nativo y a hematocrito corregido de 45 %. La VS a hematocrito
corregido refleja las posibles alteraciones en los otros parametros que la
modulan, siendo independiente del hematocrito (147), y permite comparar los

resultados obtenidos entre laboratorios.

I.4.b. VISCOSIDAD PLASMATICA

La VP no varia con las condiciones del flujo sanguineo dado que el
plasma es un fluido newtoniano. La VP depende principalmente de las
proteinas plasmaticas. Las proteinas que mayor efecto ejercen sobre la VP son
las mas asimétricas y de mayor peso molecular, como el Fbg, que ejerce un
importante efecto sobre la VP. En condiciones normales, las globulinas y las
lipoproteinas (LDL y VLDL) tienen un efecto menor que el Fbg sobre la VP.
La albumina influye muy poco en la VP, debido a su bajo peso molecular y a
su relativa simetria. Por ello, en condiciones fisiologicas, la VP esta
fundamentalmente determinada por la concentracion de Fbg y de colesterol

LDL.
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L.4.c. DEFORMABILIDAD ERITROCITARIA

La DE es la capacidad que posee el hematie para cambiar de forma
cuando es sometido a una tensiébn de cizallamiento determinada. En
condiciones de reposo, el hematie tiene forma de discocito biconcavo (Figura
7), resultante del equilibrio entre las fuerzas externas e internas que actian
sobre ¢l (148). En areas de la circulacion donde las fuerzas de cizallamiento
son muy altas, el hematie adopta una forma oval, que opone una resistencia
minima al flujo (Figura 8) (148; 149). Si la capacidad del hematie para
deformarse estd alterada, se enlentece el flujo sanguineo en Ila
macrocirculacion, aumentando el tiempo de contacto de las células entre si y
con el endotelio. En la microcirculacion, el hematie tiene que sufrir
deformaciones maximas, ya que su diametro es de aproximadamente 8 umy el
de los capilares que atraviesa oscila entre 3 y 5 um (Figura 9). Una
disminucion de la DE produce a nivel microcirculatorio una disminucién del
flujo capilar, favoreciendo los fendmenos trombdticos y la hipoperfusion

tisular.

Figura 7: Imagen de hematies en reposo
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Figura 8: Deformabilidad eritrocitaria en la macrocirculacion

Ademas de la tension de cizallamiento, la DE depende de la geometria
celular (relacion superficie-volumen), de la viscosidad citoplasmatica, y de la
viscoelasticidad de la membrana eritrocitaria. Las alteraciones de la relacion
superficie-volumen se acompafian de alteraciones en el volumen corpuscular
medio (VCM) (150). La viscosidad citoplasmatica depende de la
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) y del estado fisico-
quimico de la disolucion de la hemoglobina. Cuando aumenta la CHCM por
encima de 37 g/dL, la viscosidad de la solucion de hemoglobina aumenta
exponencialmente y se convierte en el factor determinante de la DE (151). Sin
embargo, en condiciones normales, es la viscoelasticidad de la membrana
eritrocitaria el principal factor determinante de la DE. La membrana

eritrocitaria estd compuesta por una doble capa de lipidos (FL y colesterol) y
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por proteinas. La viscoelasticidad de la membrana puede modificarse por
anomalias cualitativas o cuantitativas de las proteinas del citoesqueleto o de los

lipidos que la componen.

I.4.d. AGREGACION ERITROCITARIA

La AE es el resultado del equilibrio entre las fuerzas de atraccion y las
fuerzas de repulsion existentes entre los hematies. En condiciones normales, la
membrana eritrocitaria mantiene una carga neta negativa, responsable de las
fuerzas de repulsion entre los hematies, que se debe fundamentalmente a la
presencia en la membrana eritrocitaria de acido sialico (152). En oposicion,
existe una atraccion entre los hematies dependiente de las fuerzas
electrostaticas de Van Der Waal. Por otra parte, en los lugares de la circulacion
donde la velocidad del flujo es baja, como las venas, las proteinas plasmaticas
forman puentes macromoleculares de union entre los hematies, formando los
rouleaux eritrocitarios (153), como muestran las Figuras 10 y 11. Al abandonar
el territorio venoso y aumentar asi las fuerzas de cizallamiento, los rouleaux

desagregan.

El aumento de la AE juega un papel crucial, especialmente en los
poquets de las valvulas de venas y vénulas postcapilares, donde la velocidad de
flujo sanguineo es muy baja, y es por tanto donde suele iniciarse la formacion
del trombo venoso. Adicionalmente, también a nivel microcirculatorio (retina,
circulacion cerebral y coronaria), la hiperagregabilidad eritrocitaria, con la
formacion de macroagregados eritrocitarios, contribuye al estancamiento
microcirculatorio, reduciendo la perfusion capilar y el transporte de oxigeno a
los tejidos, a la vez que estos macroagregados desplazan a las plaquetas y
leucocitos hacia el endotelio vascular (marginacion leucocitaria), aumentando
las interacciones célula-célula y célula-endotelio, y potenciando asi el

desarrollo del trombo.
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Figura 10: Rouleaux eritrocitarios

La AE depende de otros factores ademdas de la velocidad del flujo
sanguineo, como son la geometria del hematie, la DE, el hematocrito y las
proteinas plasmaticas. EI aumento del volumen eritrocitario dificulta la AE, y

su disminucion la facilita (154; 155). De igual forma, la disminucién de la DE
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reduce la AE, pues los hematies rigidos presentan una mayor dificultad para
ofrecer una superficie de contacto suficiente (154-156). Los cambios
estructurales de la membrana eritrocitaria, tanto en las glicoproteinas de
superficie como en la composicion lipidica, pueden modificar la carga
electrostatica neta y por tanto la fuerza de repulsion entre los hematies,
favoreciendo la AE (157). Un hematocrito bajo dificulta la interaccion entre
los hematies, del mismo modo que un hematocrito elevado conlleva una mayor
tendencia a formar rouleaux (158). Para evitar la influencia del valor
hematocrito sobre la determinacion de la AE, se recomienda que ésta se realice

a un hematocrito fijo de 45% (159).

En condiciones fisiologicas, la AE depende fundamentalmente de la
concentracion de Fbg plasmatico (160; 161). En menor medida, pueden influir
otras proteinas plasmaticas como las Ig (162) y las lipoproteinas plasmaticas,
observandose una correlacion directa tanto con LDL como con VLDL, e
inversa con HDL (163; 164). Se ha sugerido que otras proteinas de fase aguda
como la proteina C reactiva puedan ejercer una influencia sobre la AE (161;

165; 166).

L.4.e. FIBRINOGENO

El Fbg es una glicoproteina simétrica de sintesis hepatica y masa
molecular de 340.000 daltons, compuesta por seis cadenas polipeptidicas
unidas por puentes disulfuro, tal como refleja la Figura 12 (167). Es un factor
de la coagulacion, que forma un gel de fibrina a través de una serie de
reacciones moleculares iniciadas por la accion proteolitica de la trombina (167,
168). Ademds de jugar un papel principal en la hemostasia y en la
hemorreologia, es una proteina de fase aguda que influye en la funcion

endotelial y en el proceso arteriosclerotico (169).

El Fbg se asocia con muchos otros factores de riesgo cardiovascular,

como hipertension arterial, diabetes mellitus, consumo de tabaco y dislipemia.
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Las mujeres tienen valores mas elevados que los hombres (169). Sus niveles
aumentan asimismo con la edad, el uso de contraceptivos orales y la
menopausia, y disminuyen con el ejercicio, la ingesta de alcohol y el
tratamiento hormonal sustitutivo con estrégenos. Los niveles de Fbg estan
relacionados con los cambios estacionales, incrementandose en invierno (170).
Ciertos polimorfismos en el gen del Fbg pueden afectar sus niveles
plasmaticos (171). La sintesis hepatica de Fbg estd controlada
fundamentalmente por los niveles de IL-6 (172), citoquina que aumenta en los

procesos inflamatorios.

Figura 12: Esquema de la molécula de Fbg. A, BB y y representan las cadenas
polipeptidicas del Fbg. D es el dominio terminal, que contiene la zona carboxi-
terminal. E es el dominio central, que contiene la zona amino-terminal. Por

accion de la trombina, se liberan los fibrinopéptidos A y B, para formar fibrina.
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1.4.f. ASOCIACION DE LOS FACTORES REOLOGICOS CON
LA TROMBOSIS ARTERIAL

La contribucion del Fbg en el proceso arteriosclerotico no esta ain
claramente establecida. Podria ser un factor de riesgo cardiovascular, o bien,
como reactante de fase aguda, podria ser so6lo un marcador del proceso

inflamatorio subyacente a la arteriosclerosis.

Diversos estudios han investigado la asociacion entre niveles de Fbg y
enfermedad cardiovascular. Un metaanalisis de seis estudios prospectivos
publicados entre 1.980 y 1.992 mostr6 que los niveles de Fbg se asociaban con
el desarrollo posterior de cardiopatia isquémica y enfermedad cerebrovascular
(169). El estudio Framingham, que incluy6 a mujeres en su andlisis y estudid
todas las manifestaciones de la enfermedad cardiovascular, concluyd que por
cada aumento de los niveles de Fbg de una desviacion estandar por encima de
la media (56 mg/dL), la incidencia de un primer episodio cardiovascular
aumentaba aproximadamente 20% en hombres y en mujeres, tras ajustar por
edad y por otros factores de riesgo cardiovascular (173). Un metaanalisis de 18
estudios prospectivos publicado en 1.998 concluy6é que los individuos con
valores de Fbg en el tercil superior presentaban un riesgo de enfermedad
coronaria 1,8 veces superior que aquellos con valores en el tercil inferior
(174). Otro metaanalisis reciente ha obtenido resultados similares (175),
encontrando un incremento del riesgo de cardiopatia isquémica, enfermedad
cerebrovascular y mortalidad por cada incremento de 100 mg/dL en los niveles
de Fbg. Sin embargo, otros autores sugieren que esta asociacion se debe a

factores confundientes (176).

La VP también se ha visto relacionada con la enfermedad
cardiovascular. Un estudio prospectivo realizado en la década de los 90
demostrd que la VP era un importante predictor independiente de cardiopatia
isquémica en hombres de edad media (177). El anélisis de los mismos sujetos

tras 10 afios ha confirmado el valor predictivo de cardiopatia isquémica de la
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VP (178). Otro estudio prospectivo mostré asimismo que la VP se asociaba de
forma independiente a un primer episodio de cardiopatia isquémica (179; 180).
Dos estudios prospectivos han confirmado la asociacion de la VP con la
incidencia de cardiopatia isquémica, y han afiadido su valor predictivo de
accidente cerebrovascular (181; 182). Un metaandlisis de 4 estudios
prospectivos publicado en el afio 2.000 concluyd que los individuos con
valores de VP en el tercil superior presentaban un riesgo de enfermedad
coronaria 1,57 veces superior que los individuos con valores en el tercil

inferior (183).

La VS también se ha visto asociada en diversos estudios prospectivos a
manifestaciones clinicas de arteriosclerosis, como cardiopatia isquémica o
accidente cerebrovascular (182; 184), aunque otros autores no han confirmado

que la VS sea un factor de riesgo cardiovascular independiente (185).

La disminucion de la DE podria favorecer la isquemia en la
microcirculacion al disminuir el flujo capilar, dado que si el hematie no se
deforma correctamente no es capaz de atravesar los capilares de pequefio
diametro. En la macrocirculacion, si la capacidad del hematie para deformarse
estd alterada, se produce un enlentecimiento del flujo sanguineo, aumentando
el tiempo de contacto de las células entre si y con el endotelio, e
incrementandose la activacion plaquetaria (186). La relacion entre alteraciones
de la DE y trombosis arterial es clara en enfermedades hematologicas como la
drepanocitosis o la talasemia maior. Pero fuera de estas situaciones, su papel

como factor de riesgo cardiovascular es controvertido (187).

El incremento de la AE contribuye al estancamiento microcirculatorio,
lo que puede alterar la resistencia vascular periférica, reduciendo la perfusion
capilar y el transporte de oxigeno a los tejidos. Asimismo, se forman
macroagregados eritrocitarios que desplazan a las plaquetas y leucocitos hacia
el endotelio vascular, aumentando las interacciones célula-célula y célula

endotelio, y potenciando asi el desarrollo del trombo arterial. No existen
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estudios prospectivos que analicen la relacion de la AE con la incidencia de
enfermedad cardiovascular, aunque diversos estudios transversales o caso-
control han mostrado un aumento de la AE en la cardiopatia isquémica o en la

enfermedad cerebrovascular (144; 188-193).

I.4.g. ASOCIACION DE LOS FACTORES REOLOGICOS CON
LA TROMBOSIS VENOSA

La VS elevada es un factor de riesgo establecido para TVP (194). Sin
embargo, los estudios realizados hasta el momento para evidenciar el papel de
los demas parametros reologicos en la patogenia de la TVP han sido de caso-
control y realizados con un pequefio tamafo muestral (195; 196), por lo que no
hay suficiente evidencia para afirmar que las demas alteraciones
hemorreologicas constituyan un factor de riesgo independiente para TVP.
Todos los estudios han confirmado un aumento de los niveles de Fbg en
pacientes que habian padecido una TVP 12 meses antes (195-198), o 28 meses
antes (199). Se ha sugerido que el riesgo de TVP en pacientes con niveles de

Fbg superiores a 500 mg/dL es cuatro veces mayor (200).

De forma similar, se ha encontrado un aumento de la AE 12 meses
(195; 198) o 28 meses (199) después de un episodio de TVP, pero no se han
excluido los pacientes con enfermedades neoplasicas, que pueden causar por si
mismas tanto hiperagregabilidad eritrocitaria como TVP. En lo que se refiere a
la VP, los diferentes estudios en pacientes con antecedentes de TVP han
mostrado resultados discrepantes, encontrandola elevada algunos (201) y

normal otros (196-199).

Estudios recientes (Vaya y cols, 13" European Conference on Clinical
Hemorheology, Siena 2005) indican que en pacientes con TVP el incremento
de lipidos plasmaticos esta en relacion con el aumento de la VP y de la AE que
presentan estos pacientes, por lo que la hiperlipemia podria a través de

mecanismos hemorreologicos incrementar el riesgo de TVP.
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L5. FISIOPATOLOGIA DEL ESTADO PROTROMBOTICO EN LA
ENFERMEDAD DE BEHCET

Tal y como se ha detallado en el primer apartado, los pacientes con EB
presentan un riesgo aumentado de desarrollar trombosis tanto en el territorio
venoso como en el territorio arterial, con una frecuencia de alrededor del 25%
(26). No estan establecidos los mecanismos responsables de este estado
protrombdtico en la EB, pudiendo deberse a un estado de hipercoagulabilidad,

de hipofibrinolisis o a alteraciones hemorreoldgicas.

I.5.a. FACTORES DE RIESGO TROMBOTICO EN LA
ENFERMEDAD DE BEHCET

Fibrindgeno, factor VII, factor VIII

En los pacientes con EB, se han encontrado niveles de Fbg plasmatico
elevados (202). Sin embargo, ciertos autores opinan que este aumento de Fbg
no estaria implicado en la tendencia protrombdtica de los pacientes con EB,

sino que seria s6lo un marcador de actividad de la enfermedad (203).

Estudios aislados han encontrado que los pacientes con EB que han
sufrido procesos tromboticos presentan niveles elevados de factor VIII al ser

comparados con pacientes con EB sin trombosis (204).

Los niveles plasmaticos de FVII activado en pacientes con EB no

parecen tener implicacion alguna en el desarrollo de trombosis (7; 205).
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Plaquetas, factor activador plaquetario, P-selectina, anticuerpos

antiplaquetarios, metabolitos del acido araquiddnico

El factor activador plaquetario (FAP) es producido por numerosas
células como monocitos, macrofagos, neutrofilos, plaquetas y células
endoteliales, tras su estimulacion por el TNF-oc. El FAP activa las plaquetas y
favorece la contraccion del musculo liso vascular. Asimismo, favorece la
adhesion de los leucocitos y de las plaquetas a las células endoteliales. La P-
selectina es un marcador de activacion plaquetar que también favorece la
adhesion plaquetar a las células endoteliales. Estudios recientes han implicado
al FAP y a la P-selectina en el dafio endotelial y en la tendencia trombotica de

los pacientes con EB (206).

Ciertos polimorfismos genéticos de la glicoproteina Ia de la membrana
plaquetar han sido identificados como factores de riesgo para trombosis. Polat
y cols (207) encuentran que los pacientes con EB presentan una frecuencia
mayor que el grupo control del genotipo 807TT del gen de la glicoproteina Ia
de la membrana plaquetar. Los pacientes con EB portadores de dicho genotipo

presentan un riesgo incrementado para el desarrollo de trombosis.

El metabolismo del &4cido araquidonico en el endotelio y en las
plaquetas ha sido involucrado en la tendencia protrombotica de los pacientes
con EB. La estimulacion de dichas células libera tromboxano B2 (TXB2) y
prostaglandina  F,, (PGF,,). Los niveles de PGF,, se han encontrado
disminuidos en la fase activa de los pacientes con EB (208) en un trabajo, sin
embargo, se ha criticado la técnica empleada en este estudio, cuestionandose
por tanto estos resultados. Otros autores han encontrado niveles elevados de
PGF,., y TXB2 (209), concluyendo que el aumento de TXB2 puede constituir

un factor de riesgo proagregante.

51



Anticuerpos anti-célula endotelial, factor Von Willebrand, factor

tisular, inhibidor del factor tisular, éxido nitrico, trombomodulina

En los pacientes con EB se han encontrado aumentados los anticuerpos
anti-célula endotelial, observandose una correlacion positiva entre los niveles
de los mismos y la actividad de la enfermedad (210). Sin embargo, no estd
establecido si dichos anticuerpos son los causantes del dafo endotelial, o bien
si aparecen como consecuencia del mismo. Asimismo, diversos estudios han
encontrado elevados ciertos marcadores de lesion endotelial en pacientes con

EB, especialmente el F vW (211), la TM (7; 212) y la E-selectina (212).

El FT es el primer paso de la cascada de la coagulacion, actuando sobre
la formacién del complejo FT-FVII, el FX y la trombina. El TFPI es una
proteina sintetizada en el endotelio vascular que modula la accion del FT.
Ertenli y cols han observado que en los pacientes con EB, la secrecion de TFPI
por las células endoteliales disminuye tras la administracion de heparina de
bajo peso molecular (213), lo que sugiere que una reserva defectuosa de TFPI
endotelial en estos pacientes puede ser en parte responsable de su estado
protrombético. Sin embargo, Akarsu y cols sugieren que serian los niveles
elevados de TFPI, y no disminuidos, los que se relacionarian con la actividad
de la enfermedad y la tendencia protrombotica de los pacientes con EB (214),
pero estos autores no ofrecen una explicacion fisiopatoldgica del mecanismo
mediante el cudl los niveles elevados de TFPI podrian favorecer los procesos

tromboticos.

El ON tiene una accidon vasoconstrictora, y es liberado por células
endoteliales, neutrofilos y macréfagos. Los pacientes con EB en fase activa

presentan niveles elevados de ON (215).

La TM es esencial para la activacion de la via de la PC. Se han
encontrado niveles elevados en pacientes con EB (7; 212; 216), aunque otros

autores han encontrado niveles disminuidos (217). Se piensa que los niveles
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elevados de TM en los pacientes con EB corresponden a una TM deficiente en

su funcion de activar la via de la PC (7).

Fibrinolisis, activador tisular del plasminogeno, inhibidor del
activador tisular del plasmindgeno y polimorfismo 4G/5G del promotor del
gen del inhibidor del activador tisular del plasmindgeno, «2 antiplasmina,

complejos plasmina antiplasmina, plasminogeno, TAFI

Los resultados obtenidos acerca de los diferentes componentes de la
fibrinolisis en la EB son discordantes. Algunos autores han encontrado datos
que orientan hacia una activacion de la fibrinolisis en la EB, que se
manifestaria por niveles elevados de complejos plasmina/oc2AP (7; 218; 219).
Los resultados obtenidos al analizar los niveles del antigeno del t-PA (t-PA ag)
no son concluyentes, encontrando niveles normales algunos autores (211; 218;
220), y niveles disminuidos otros (221). La actividad del t-PA o t-PA funcional
(t-PA fc) se ha encontrado normal en pacientes con EB (218; 220). Los niveles
de PAI-1 antigénico (PAI-1 ag) se han encontrado elevados en la mayoria de
los estudios (211; 218; 220), mientras que los de PAI-1 funcional (PAI-1 fc) se
han encontrado normales (221) o elevados (218; 220). La causa de los
resultados tan dispares puede residir en los métodos de laboratorio empleados
o en la fase de actividad de la enfermedad en la que se encontraban los
enfermos. No se ha observado asociacion entre estos pardmetros y el desarrollo

de eventos tromboticos en los pacientes con EB (211; 218; 220; 221).

Se ha encontrado un aumento de los marcadores de hipercoagulabilidad
en los pacientes con EB, tales como los complejos trombina/antitrombina (T-
AT) y el fragmento 1+2 de la protrombina (F1+2) (219). En un estudio, se
encontrd una disminucion de los complejos plasmina/c2AP y un aumento del
F1+2 (222). Por el contrario, los complejos plasmina/cc2AP se encontraron

normales en otro trabajo (223).
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El TAFI inhibe la formacién de plasmina y, por tanto, su exceso
favorece el desarrollo de procesos tromboticos. Recientemente, Donmez y cols
(224) han estudiado el posible papel del TAFI en el desarrollo de trombosis en
pacientes con EB, encontrando que los pacientes con EB presentan niveles mas
elevados de TAFI que los controles. Sin embargo, los pacientes con EB con
antecedentes de trombosis no presentaron niveles plasmaticos de TAFI
diferentes a los pacientes con EB sin antecedentes de trombosis. Por tanto, el
posible papel del TAFI en el desarrollo de episodios tromboticos en pacientes

con EB no esta totalmente establecido.

En la mayoria de estudios, no se ha podido encontrar una asociacion
entre las mencionadas alteraciones del sistema fibrinolitico, los marcadores de
hipercoagulabilidad, los marcadores de dafio endotelial, y el desarrollo de
eventos tromboticos. Aunque algunos autores consideran que la disfuncion
endotelial debida a la inflamacion puede constituir un importante factor
protrombdtico, este factor no puede ser el unico responsable del estado de
hipercoagulabilidad de la EB, ya que en otros procesos que cursan con

vasculitis no existe un incremento del riesgo de trombosis.

Via de la proteina C

Aunque algunos autores han relacionado los defectos en la via de la PC
con la EB, hasta la fecha no se ha realizado ningin estudio valorando la

implicacion de estos defectos en los procesos tromboticos de la EB.

Déficit de antitrombina, proteina C y proteina S

Dentro de los defectos hereditarios de la coagulacion con tendencia
protrombotica, los déficits de los inhibidores fisioldgicos de la coagulacion AT

(7; 219; 225-227), PC y PS (219), no parecen jugar un papel importante en las
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manifestaciones trombdticas de la EB (7; 225-228), aunque se han descrito

asociaciones en casos aislados (227; 229-231).

Resistencia hereditaria a la proteina C activada: factor V Leiden

La R-PCa causada por la presencia de F V Leiden es el defecto
hereditario mas frecuente asociado a trombosis (90). Los resultados respecto al
papel que el F V Leiden puede jugar en la etiopatogenia del estado
protrombotico de la EB son contradictorios. Algunos autores encuentran que la
prevalencia del F V Leiden no es significativamente superior en los pacientes
con EB que sufrieron episodios trombodticos comparados con los que no los
sufrieron (7; 204; 232; 233). Por otro lado, los estudios llevados a cabo en la
poblacion turca concluyen que la presencia de F V Leiden en los pacientes con
EB puede jugar un papel importante en su estado protrombotico (234-238).
Entre estos trabajos destaca el de Gurgey y cols (238), que estudian la
presencia de F V Leiden en pacientes con EB clasificados en funcion de la
presencia o ausencia de eventos tromboticos. Concluyen que la frecuencia de F
V Leiden fue de 33% en el grupo de pacientes con EB y trombosis, mientras
que en el grupo de pacientes con EB sin trombosis fue de 9%, lo que supone
un riesgo de eventos trombdticos casi seis veces mayor para los pacientes con
EB con mutacion F V Leiden. Hay que considerar que algunos de estos
estudios carecen de grupo control, lo que no permite conocer si existen
diferencias entre casos y controles respecto a la frecuencia de F V Leiden. Por
otra parte, dado que la heterocigosidad para el F V Leiden no es infrecuente en
la poblacion general, la presencia de esta mutacion en los pacientes con EB
podria ser una mera coincidencia. Kiraz y cols (239) sugieren que, en los
pacientes con EB, el ser portador de F V Leiden supone una mayor
predisposicion al desarrollo de fenomenos tromboticos, aunque éste no sea el
unico factor responsable del estado de hipercoagulabilidad, ya que no todos los
pacientes con EB y F V Leiden presentan trombosis. Por tanto, deben coexistir
otros mecanismos para el desarrollo de los fendmenos tromboticos, aunque la

presencia de esta mutacion podria potenciar la aparicion de estos eventos.

55



Diversos autores observan que la presencia de F V Leiden puede
incrementar el riesgo de afectacion ocular en la EB (240; 241). Batioglu y cols
(242) observaron que la prevalencia de F V Leiden en los pacientes con
afectacion ocular era del 40% mientras en los controles sanos era del 9,8%, a
la vez que el 53% de los pacientes con afectacion vascular retiniana oclusiva
presentaban F V Leiden. Asimismo, Verity y cols concluyen que el F V Leiden
puede constituir un factor de riesgo para el desarrollo de afectacion ocular en
la EB (240), especialmente de las oclusiones vasculares retinianas, ya que el
44% de los pacientes con este tipo de afectacién ocular eran portadores de
dicha mutacion. Sin embargo, estos resultados no han sido confirmados por

otros autores (233; 243).

Por tanto, los resultados acerca del papel que el F V Leiden puede jugar
en la patogenia tanto de los eventos trombdticos venosos como de las
oclusiones retinianas en la EB son discordantes. Ademas, debemos considerar
que la prevalencia de F V Leiden es variable en las diversas areas geograficas,
por lo que los resultados obtenidos en Turquia o Japon en pacientes con EB no

son extrapolables a los obtenidos en la poblacion espafiola.

En nuestro medio, dado que la EB es poco frecuente, son muy escasos
los estudios llevados a cabo sobre la mutacion F V Leiden en relacion a la
presencia de eventos trombdticos, destacando en este sentido el trabajo de
Espinosa y cols (7), donde no se observd asociacion entre las manifestaciones
tromboticas de los pacientes con EB y la mutacion F V Leiden, aunque, dado
que el tamafio muestral era pequeio (n= 38), la falta de asociacion entre el
mencionado defecto trombofilico y la presencia de manifestaciones

tromboticas podria cuestionarse.
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Mutacion G20210A del gen de la protrombina

La mutacion G20210A de la regiéon 3’ no traducida del gen de la
protrombina puede contribuir a incrementar los niveles plasmaticos de
protrombina, aumentando el riesgo trombotico entre 2 y 3 veces (7; 106). La
prevalencia de dicha mutacién tiene una importante variabilidad geografica
(103), siendo mas prevalente en los paises del sur de Europa que en los del
norte, a la vez que es el factor de riesgo hereditario trombdtico mas prevalente
en la poblacion espafiola (104; 105), con una prevalencia que oscila entre el
3,5 y el 5%. Algunos autores han encontrado una asociacion entre la mutacion
G20210A del gen de la protrombina y el desarrollo de trombosis en pacientes
con EB. Asi, Gul y cols observan que el 32 % de pacientes con EB que habian
padecido eventos trombdticos eran portadores heterocigotos de la mutacion,
mientras que solo la presentaban el 3% de pacientes con EB sin trombosis, lo
que suponia que los portadores de la mutacion tenian un riesgo 14 veces mayor
de padecer eventos trombdticos (244). En este sentido, Tursen y cols observan
que la mutacion de la protrombina es mas prevalente en los pacientes con EB
(19%) que en el grupo control (1%), aunque no valoran su asociaciéon con
eventos tromboticos (245). También se han comunicado casos aislados de
pacientes con EB portadores de dicha mutacion que desarrollaron trombosis
masivas y de localizacién inusual (241; 246). Sin embargo, otros autores, tras
realizar estudios en series numerosas de pacientes, no han podido confirmar
dicha asociacion (7; 204; 238). El unico estudio realizado en poblacion
espafiola (noreste de Espafia) hasta la fecha (7), analizando el papel de la
mutacion G20210A del gen de la protrombina en el estado procoagulante de la
EB, no encontr6 ninguna asociacién entre dicha mutaciéon y el estado

procoagulante de los pacientes con EB.

También se ha valorado la asociacion de la mutacion G20210A del gen
de la protrombina con la presencia de uveitis posterior en estos pacientes. En
un estudio reciente realizado en poblacion italiana en pacientes con EB, se ha

observado que los portadores de dicha mutacién desarrollaron afectacion
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ocular mas grave, con uveitis y vasculitis retiniana, que los no portadores
(233). Sin embargo, Batioglu y cols (233) no han observado asociacion entre
dicha mutacion y la afectacion ocular en la EB (242). Por tanto, el papel que la
mutacion G20210A del gen de la protrombina pueda jugar en el desarrollo de
eventos trombdticos o de uveitis retiniana en los pacientes con EB no esta

totalmente aclarado.

Hiperhomocisteinemia y polimorfismo C677T del gen de la

metilentetrahidrofolatoreductasa

Otro mecanismo vinculado a la génesis de eventos tromboticos no sélo
venosos, sino también arteriales, es la hiperhomocisteinemia. El genotipo
677TT del gen de la MTHFR se asocia a niveles plasmaticos moderadamente
elevados de homocisteina siendo un factor que predispone al desarrollo de
eventos trombdticos, pero, a diferencia del F V Leiden o de la mutacion
G20210A del gen de la protrombina, no ha demostrado actuar como factor

independiente en la génesis de fendémenos tromboembolicos (119).

Se han realizado diversos estudios valorando si la homocigosidad para
la mutacion C677T del gen MTHFR vy los niveles plasmaticos de homocisteina
se asocian a trombosis venosa en la EB. Respecto al gen de la MTHFR, son
cuatro los estudios realizados (7; 204; 232; 247). Todos ellos encuentran que la
homocigosidad para dicho gen no incrementa el riesgo de trombosis en
pacientes con EB. Respecto a la hiperhomocisteinemia, los resultados de los
diversos trabajos son contradictorios: mientras algunos autores sugieren que
los niveles elevados de homocisteina plasmatica pueden jugar un papel en la
patogenia de los eventos tromboticos venosos en la EB (202; 247-249), otros
no encuentran correlacion entre los niveles elevados de homocisteina y la
trombosis en dichos pacientes (250; 251). Es importante destacar que, en el
estudio de Lee y cols (202), la hiperhomocisteinemia no so6lo se relacionaba
con la trombosis, sino también con la actividad de la enfermedad. Por lo tanto,
para valorar adecuadamente el papel que la hiperhomocisteinemia pueda jugar

en la patogenia de los eventos tromboticos en la EB, es fundamental conocer
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si los pacientes se encuentran o no en una fase activa de la enfermedad, dato
no siempre aportado por los diversos autores. Igualmente, se debe tener en
cuenta la posible influencia de factores de riesgo cardiovascular como tabaco
(252) e hiperlipemia (253), ya que pueden influir en los niveles plasmaticos
de homocisteina. También se ha observado una asociacion entre la

hiperhomocisteinemia y la uveitis en los pacientes con EB (254).

Anticuerpos  antifosfolipido:  anticuerpos  anticardiolipina vy

anticoagulante IUpico

Los estudios mas recientes no han encontrado asociacion entre la EB y la
presencia de AAC (255). Sin embargo, algunos trabajos han encontrado que
los pacientes con EB en fase activa presentan titulos de AAC
significativamente superiores a los pacientes con EB sin actividad (256). La
mayor parte de los estudios llevados a cabo valorando la relacion entre la
presencia de AAC y AL y el desarrollo de eventos vasculares en pacientes con
EB han observado que no existe una correlacién entre ambos (7; 226; 257),
aunque puntualmente algin trabajo ha sefialado una posible asociacion (258;
259). Por tanto, la presencia de anticuerpos antifosfolipido y su relacién con la
trombosis en la EB sigue sin estar aclarada, aunque no parece existir una

asociacion.

L5.b. ALTERACIONES HEMORREOLOGICAS EN LA
ENFERMEDAD DE BEHCET

Es conocido que las alteraciones del flujo sanguineo son causa de
eventos tromboticos tanto del drea venosa como arterial (143; 144; 260). En la
bibliografia revisada, s6lo existe un trabajo donde se haya valorado la AE

como mecanismo protrombotico en la EB (203). En este estudio prospectivo,
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se observod una asociacion entre la hiperagregabilidad eritrocitaria y el riesgo
trombotico en pacientes con EB. Un defecto en la clasificacion de los eventos
tromboticos en este estudio, ya que incluye a las vasculitis retinianas en el
mismo grupo que las TVP, hace cuestionables los hallazgos, a la vez que no se
determinaron otros parametros hemorreoldgicos que también podrian favorecer
el desarrollo de eventos tromboticos. Hasta la fecha, no existen estudios que
valoren la VP, la VS y la DE como posibles factores de riesgo protrombdtico
en la EB, a diferencia de otras vasculitis como el lupus eritematoso sistémico,
donde se han llevado a cabo varios estudios, observandose una disminucion de

la DE (261) y un aumento de la VP (262).
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I1. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
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IL.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

En los pacientes con EB pueden existir diversos factores de riesgo
tromboético que contribuyan al estado de hipercoagulabilidad que presentan
estos pacientes, lo que podria estar en relacion con la mayor prevalencia de
eventos trombdticos. Asi, nuestra hipotesis contempla la posibilidad de una
asociacion entre las mutaciones factor V Leiden y protrombina G20210A y
unos menores niveles de proteina C activada con los eventos tromboticos.
Asimismo, una mayor viscosidad sanguinea fundamentalmente relacionada
con las concentraciones elevadas de fibrindgeno, que caracteriza a esta
vasculitis, podria favorecer también el desarrollo de eventos trombdticos al
modificar el perfil hemorreologico en estos pacientes. Por ltimo, mayores
concentraciones de homocisteina plasmatica, relacionadas o no con la
homocigosidad para el polimorfismo C677T del gen de la MTHFR, podrian
incrementar tanto el riesgo trombotico como el desarrollo de uveitis en los

pacientes con EB.
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I1.2. OBJETIVOS

Conocer las caracteristicas clinicas de los pacientes con EB en la
Comunidad Valenciana, especialmente las manifestaciones cutaneas y

tromboticas.

Estudiar la asociacion de los factores de riesgo trombdtico hereditarios
(AT, PC, PS, homocisteina, F V Leiden, mutacion G20210A del gen de
la protrombina, polimorfismo C677T del gen de la MTHFR) y
adquiridos (anticuerpos antifosfolipido) en los pacientes con EB con la

tendencia protrombotica de estos pacientes.

Evaluar la via de la PC en pacientes con EB y valorar los niveles de
PCa circulante en estos pacientes. Determinar si los niveles de PCa
circulante se relacionan con los eventos trombdticos en pacientes con

EB.
Valorar si los parametros hemorreoldgicos (VS, VP, Fbg, AE y DE)

estan alterados en los pacientes con EB y analizar su contribucion al

estado protrombotico de estos pacientes.
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Summary

Behget’s disease is a multi-systemic inflammatory disorder of unknown cause.
Most abnormalities have been associated with endothelial injury caused by
vasculitis. Thrombosis occurs in about 25% of patients, although the
mechanism is unknown. The objective of this study was to evaluate the
protein C activation system in Behget’s disease and its correlation with
venous thromboembolism (VTE). Thirty-nine patients (12 with VTE) and 78
age- and sex-matched controls were included in the study, and levels of
protein C, protein S, activated protein C (APC), protein C inhibitor (PCI),
soluble thrombomodulin (TM), antithrombin (AT), o,-antitrypsin,
fibrinogen, factor VIII, von Willebrand factor (VWF) and C-reactive
protein (CRP) were measured. APC and TM levels were significantly lower
in patients than in controls, whereas protein S, AT, o, -antitrypsin,
fibrinogen, factor VIII, VWF and CRP levels were significantly higher in
patients than in controls. APC, PCI and TM levels were lower in patients with
VTE (0-65 + 0-19 ng/ml, 86% + 22% and 155 + 7-1 ng/ml respectively)
than in those without VTE (078 + 0:17 ng/ml, 100% + 15% and
22:1 £ 153 ng/ml) (P < 0-05). In patients, APC levels below 0-75 ng/ml
(10th percentile of the control group) increased the risk of VTE about
fivefold (odds ratio = 5'1; 95% confidence interval = 1-1-23-4). These
results show that reduced APC levels are associated with the high incidence
of VTE in Behget’s disease.

Keywords: activated protein C, Behget’s disease, thrombomodulin, venous
thrombosis, inflammation.

Behget’s disease is a rare inflammatory, lifelong disorder of
unknown cause, characterized by recurrent oral and genital
ulceration, and skin lesions (Kaklamani et al, 1998; Sakane
et al, 1999). It is a multi-system disease that may involve
cutaneous, articular, neurological, intestinal, pulmonary, uro-
genital or vascular manifestations (Kog et al, 1992; Espinosa
et al, 2002). Vascular injuries and autoimmune responses are
characteristic of Behget’s disease. Large vessels are affected by
vasculitis of the vasa vasorum, and there is a prevalence of
vascular involvement that manifests as venous and arterial
thrombosis in about 25% of patients (Chajek & Fainaru, 1975;
Kog et al, 1992). Venous thromboembolism (VTE) is more
common than arterial thrombosis, with deep vein thromboses
being the most frequent (Gul et al, 1999). Endothelial
dysfunction resulting from

vascular inflammation is

doi:10.1111/.1365-2141.2004.05072.x

considered to be an important factor of thrombosis, although
the endothelial injury itself cannot completely explain the
hypercoagulable state of the disease because other vasculitis
syndromes do not increase the risk of thrombosis (Lee et al,
2002). Other alterations, such as deficiencies of protein C,
protein § and antithrombin (AT), or the presence of
antiphospholipid antibodies and factor V Leiden and pro-
thrombin 20210A mutations, have been considered. Although
some studies found an association between these abnormalities
and thrombosis in Behget’s disease (Hull et al, 1984; Chafa
et al, 1992; Guermazi et al, 1997; Mammo et al, 1997; Mader
et al, 1999; Vayi et al, 2000), many other studies did not find
any of these abnormalities to be associated with Behget’s
disease (Lenk et al, 1998; Nalcaci & Pekgelen, 1998; Mader
et al, 1999; Toydemir et al, 2000; Espinosa et al, 2002).
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The aim of this study was to evaluate the protein C pathway
and thrombophilic parameters in patients with Behget’s
disease, and to correlate these data with thrombosis.

Patients and methods

Patients

We studied 39 patients with Behget’s disease (19 male, 20
female). The mean (+standard deviation, SD) age at diagnosis
was 34 + 10 years (range, 15-60 years). The mean age at study
inclusion was 42 + 12 years (range, 16-74 years). All patients
fulfilled the criteria for diagnosis of Behget's disease according
to the International Study Group for Behget’s disease (1990).
Only two patients with Behget’s disease presented severe ocular
affectation at sampling, indicating that they were in an active
phase of the disease. In the other patients, the disease was
inactive or with a minimum activity (mild aphthosis and/or
arthralgias). Twelve patients had suffered a VTE and were
referred to our service for thrombophilic study. The throm-
bosis was located in the lower limbs (n = 7), iliac-cava vein
plus pulmonary embolism (n = 1), cerebral sinus (n = 1),
right intracardiac area (n = 1), upper limbs (n = 1) and
pulmonary embolism plus ischaemic stroke (n = 1). Four
patients had suffered repeated episodes of superficial phlebitis.
Two patients had experienced more than one VTE episode,
and were on long-term oral anticoagulant therapy with
acenocoumarol. According to the protocol approved by the
Ethics Committee of our hospital, the thrombophilic study of
these two patients was performed as follows: 20 d before
sampling, acenocoumarol was replaced by low-molecular
weight heparin and heparin was not administered on the day
before sampling. None of the patients had antiphospholipid
antibodies, malignancy, renal or hepatic dysfunction or lupus
anticoagulant, or were receiving oral anticoagulation therapy
at sampling. Sampling took place at least 6 months after the
thrombotic event. The thrombophilic study performed on all
patients evaluated the following parameters: AT, protein C,
protein S, plasminogen, heparin cofactor II, activated protein
C resistance, factor V Leiden and the prothrombin G20210A
mutation.

Objective thrombosis diagnostic procedures were performed
in all patients to confirm the diagnosis of VTE (contrast
venography or ultrasonography) or pulmonary embolism
(ventilation-perfusion lung scanning or pulmonary angiogra-
phy). Intracardiac thrombosis was assessed by transoesopha-
geal echocardiography. Cerebral venous thrombosis and
ischaemic stroke were diagnosed by computed tomography
and magnetic resonance imaging and venography.

At the time of blood collection, seven patients were taking
corticosteroids, five were under colchicine treatment and five
were taking both drugs. Nine patients were taking ciclosporin,
alone (n = 3) or combined with corticosteroids (n = 4) or
colchicine (n = 2), and 13 patients were not under specific
treatment,
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Controls

While patients were being recruited, a control group of 78 age-
and sex-matched healthy individuals from the same geograph-
ical area as the patients was studied. They were laboratory and
medical personnel and persons who visited our hospital for
medical check-ups. All controls were apparently healthy and
none had a personal or familial history of thrombotic disease.
The absence of thrombotic events or a family history of
thrombosis was verified by means of a validated questionnaire
(Frezzato et al, 1996). The thrombophilic study was also
carried out in the control group subjects. All patients and
controls gave their informed consent. The study was approved
by the local Ethics Committee.

Laboratory tests

Plasma activated protein C (APC) levels were measured using a
previously reported method (Espafa et al, 1996) with slight
modifications (Espana et al, 2001). Briefly, 45 ml blood was
drawn into two tubes containing 0-5 ml of 0-129 mol/l triso-
dium citrate. Immediately, 46 pl of 1000 U/ml heparin was
added to one tube and the mixture was incubated at 37°C for
30 min to force all plasma APC to form complexes with its major
plasma inhibitor, protein C inhibitor (PCI). In the presence of
heparin, more than 95% of the APC forms complexes with PCI
(Espania, 1991). Therefore, the concentration of APC:PCI in the
tube with heparin is the sum of in vivo circulating APC:PCI
complexes and the complexes formed in vitro from the
circulating APC. The second blood tube was mixed with 46 pl
of a mixture of 0-58 mol/l benzamidine HCI and 0-5 mmol/l
PPACK to inhibit circulating APC, so that the APC:PCI complex
in this tube reflects the concentration of the in vivo circulating
APC:PCI complex. Hence, the concentration of circulating APC
was calculated from the difference in APC:PCI concentration
in the two samples. The detection limit of the APC assay was
0-1 ng/ml. The inter- and intra-assay variations were less than
6% and 11% respectively. Repeated assays revealed non-
significant intra-individual variations of APC levels (Espana
et al, 2001). Although our APC assay consists of an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) that measures plasma
APC:PCI complexes before and after addition of heparin, it
actually determines the proteolytic activity of APC to cleave and
complex to PCI, as non-functional, inactive APC will not cleave
and complex PCI. We have shown that the APC concentration
measured with this assay does reflect plasma APC concentra-
tions (Espafa et al, 1996), and that there was a good correlation
between APC levels obtained with our APC assay and those
obtained with the assay reported by Gruber and Griffin (1992).

For the other parameters, blood samples were collected into
vacuum tubes containing 1/10 vol. of 3-2% trisodium citrate as
anticoagulant. Samples were centrifuged at 2000 g for 30 min
to obtain platelet-poor plasma, which was stored in aliquots at
—=70°C until tested.
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Fibrinogen and factor VIII functional levels were determined
using high-sensitivity standard reagent IL [Instrumentation
Laboratory (IL), Milano, Italy]. Their respective inter- and
intra-assay variations were less than 5% and 10%. Quantifi-
cation of von Willebrand factor (VWF) was performed by an
immunoturbidimetric assay (Villa et al, 2001), using IL Test
VWEF antigen (VWF:Ag) Kit (IL). The IL Calibrator Plasma for
VWE:Ag was calibrated against the 4th International Standard
FVIII/VWF (National Institute for Biological Standards and
Control 97/586). The inter- and intra-assay variations were less
than 4%. AT activity was assayed for its anti-activated factor X
(anti-Xa) activity in the presence of heparin using the IL test
Antithrombin Kit (IL). The inter- and intra-assay variations
were less than 4%. Protein S activity was determined as the
degree of prolongation of the prothrombin time in the
presence of bovine thromboplastin, calcium ions and APC,
using the IL test (IL). The inter- and intra-assay variations
were less than 7%. The modified APC resistance assay was
performed after diluting the patient’s plasma with factor
V-depleted plasma, as previously reported (Jorquera et al,
1994). The inter- and intra-assay variations were less than 5%.
Protein C antigen (Espana et al, 1986) and PCI antigen and
APC:PCI complexes (Espafia & Griffin, 1989) were measured
using ELISAs as indicated earlier. The inter- and intra-
assay variations were less than 6% and 9%, respectively.
oy -antitrypsin (o, AT) antigen was measured with a specific
ELISA using the IgG fraction of rabbit anti-o;AT antiserum
(Calbiochem, La Jolla, CA, USA). The inter- and intra-assay
variations were less than 8% and 10%, respectively. Soluble
plasma thrombomodulin (TM) was measured by an enzyme
immunoassay (Asserachrom TM, Diagnostica Stago, Asnieres-
sur-Siene, France). The inter- and intra-assay variations were
less than 6%. C-reactive protein (CRP) was measured by a
high-sensitivity nephelometric assay (Behring Nephelometer;
Behringwerke AG, Marburg, Germany). The inter- and intra-
assay variations were less than 3%.

Genomic DNA was extracted from peripheral blood by
standard methods. FV Leiden mutation was detected by
polymerase chain reaction (PCR) amplification and restriction
analysis of a fragment of the factor V gene, following the
method described by Gandrille ef al (1995). The prothrombin
gene G20210A variant was detected using a previously
described PCR technique (Poort et al, 1996).

Statistical analysis

Statistical analyses were conducted using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows software,
release 115 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Distribution of
variables was assessed with the Kolmogorov-Smirnov test.
Continuous variables are reported as mean and standard
deviations or as medians and range (according to their
distribution). Patient and control groups were compared with
the Student’s t-test for independent samples, or with the
Mann-Whitney rank sum U-test to take into account skewed
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distributions. The chi-square test (with Yate’s correction) was
used to compare the sex ratios, percentage of smokers, and
the prevalence of thrombophilic mutations between patients
and controls. Correlations were evaluated with Pearson’s
linear regression or with the Spearman rank test. Logistic
regression analysis was used to identify links between APC
levels and VTE. Odds ratios (ORs) and 95% confidence
intervals (95% CI) were calculated from the logistic model.
Two-tailed P-values of 0-05 or less were considered statisti-
cally significant.

Results

The clinical characteristics of the study group are given in
Table I. No significant differences were observed between
patients and controls regarding age and sex distribution and
percentage of smokers.

No patients with protein C, protein S, AT, plasminogen or
heparin cofactor II deficiency were identified, whereas one
control subject had protein C deficiency. One patient with
Behget's disease was a heterozygous carrier of the factor V
Leiden mutation, another patient carried the prothrombin
G20210A variant, and one patient was double heterozygous for
the two mutations, whereas two control subjects were hetero-
zygous for the factor V Leiden mutation and three for the
prothrombin G20210A mutation (P > 0-5).

The mean levels of APC and TM were significantly lower
in the 39 patients with Behget’s disease than in the 78
control subjects, whereas the levels of protein S, AT, o,AT,
fibrinogen, factor VIII, VWF and CRP were significantly
higher in patients than in controls (Table II). When the two

Table I. Clinical characteristics of the study subjects.

Behget's

patients (%)  Controls (%)
Characteristics (n = 39) (n = 78) P
Age, years (mean * SD) 424 £ 121 418+ 113 (-896
Male 487 487 1-000
Smokers 28-2 384 0-296
Mouth ulcers 100
Genital ulcers 77
Arthralgia 67
Fever 51
Ocular involvement 49*
Cutaneous involvement 447
Thrombotic events 31
Neurological events 28%

Gastrointestinal involvement 13

*Ten patients with posterior uveitis, four with anterior uveitis and five
patients with others.

fTwelve patients with pseudofolliculitis, seven with erythema nodo-
sum, two with vasculitis and four with others.

{Central nervous system (12 patients) and peripheral nervous system
(one patient).
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Table II. Coagulation parameters in patients and controls.

Patients Controls

Parameter (n = 39) (n = 78) P

Activated protein C (ng/ml) 074 + 0-18 1-19 + 0-35 <0001
Protein C inhibitor (%) 96 + 19 100 + 24 0-366
APC:PCI complexes (ng/ml)  0-58 + 027 067 + 041 0-159
Thrombomodulin (ng/ml) 200 £ 135 277 £ 123 0-008
Protein C (U/ml) 1-10 + 022 1-04 + 0-16 0-095
Protein S (U/ml) 1-16 £ 0-25 1-02 £ 0-19 0-002
Antithrombin (U/ml) 1-06 + 0-10 1-00 £+ 0-13 0-039
o-antitrypsin (pmol/1) 333+ 78 95 + 22 0-001
Fibrinogen (g/1) 300 + 068 2:66 + 069 0-012
Factor VIII (U/dl) 130 + 53 96 + 24 <0001
von Willebrand factor (U/dl) 131 + 64 97 + 36 0-004
C-reactive protein (mg/l) 23 (1-1-63) 14 (09-19) <0001

Data are expressed as mean + SD, except for C-reactive protein that is
expressed as median (interquartile range).

patients carrying the factor V Leiden mutation were excluded
from the calculations, these differences did not change
significantly.

In patients, there was a positive correlation between APC
and TM levels (r = 0-456, P = 0:004). Among controls, there
was a positive correlation between APC and protein C levels
(r = 0374, P = 0:001) and smoking (r = 0263, P = 0:048),
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and a negative correlation between APC and CRP levels
(r = —0-438, P < 0-001).

Table III shows the influence of different treatments on the
parameter levels studied. Inflammation markers were, in
general, lower in patients who were not under treatment for
Behget’s disease, but the differences were not statistically
significant. Although APC levels in the subset of patients
treated with immunosuppressors were lower than in the other
two subgroups, APC levels in the three subgroups of patients
were lower than in the control group (P < 0-001 in all cases).

Among patients with Behget’s disease, APC levels were lower
in those with a history of VTE than in those without VTE
history (Table IV). Although TM was lower in patients with
VTE, the difference did not reach statistical significance. PCI
levels were lower in patients who had had VTE. Although
protein C, protein S, o, AT, factor VIII, VWF and CRP levels
were higher in VTE patients than in those without VTE, the
difference was not statistically significant. VTE risk was two
times higher in males than in females. Nine patients with VTE
(75%) and 10 without VTE (37%) had an APC level below
0-75 ng/ml, the 10th percentile of the control group, indicating
that, in patients with Behget’s disease, APC levels below
0-75 ng/ml increased the risk of VTE about fivefold (OR = 5-1;
95% CI = 1-1-23-4). When adjusting for age, sex, smoking,
CRP levels and the presence of thrombophilic mutations, the
OR was 7-3 (1:2-19-5).

Table I1I. Coagulation parameters in patients

according to treatment. Treatment

A B C

None Anti-inflammatory*  Immunusuppressor
Parameter (n=13) (n=17) (n=29)
Age, years 39 (34-47) 46 (39-51) 33 (28-47)
Sex (% of males) 49 29 56
Activated protein C (ng/ml) 0-83 (0-71-0-88)  0-81 (0-66-0-90) 0-60 (0-46-0-75)
Protein C inhibitor (%) 100 (91-106) 101 (82-110) 87 (82-105)
APC:PCI complexes (ng/ml) 0-54 (0-:39-0-64) 054 (0-39-0:72) 0-48 (0-42-0-67)
Thrombomodulin (ng/ml) 20 (13-23) 17 (9-22) 16 (10-34)

Protein C (U/ml)
Protein S (U/ml)
Antithrombin (U/ml)
oy -antitrypsin (pmol/l)
Fibrinogen (g/1)
Factor VIII (U/dl)

von Willebrand factor (U/dl)

C-reactive protein (mg/l)

1-10 (0-99-1-19)
1:20 (1-00-1-39)
1-03 (1-00-1-14)
309 (26'4-363)
2:65 (2:13-3:19)
107 (85-131)
112 (68-133)
2:5 (0-8-3-7)

1-12 (0:99-1-32)
111 (1-01-1-24)
102 (0-96-1-09)
327 (29-1-387)
3:01 (2-80-3-37)
135 (81-172)
107 (74-203)
32 (14-87)

1-01 (0-79-1-17)
1413 (0-97-1-24)
103 (1-01-1-15)
33 (29-7-37-8)
300 (2-66-3-51)
118 (97-170)
144 (82-184)
20 (1-6-6-8)

Except for sex, data are expressed as median (interquartile range).
*Corticosteroids (n = 7), colchicine (n = 5) or both (n = 5).

FCiclosporin alone (n = 3) or combined with corticosteroids (n = 4) or colchicine (n = 2).
Statistical significance (Mann—-Whitney U-test):
A vs. B: fibrinogen, P = 0-024. For all other parameters, P > 0-20.
A vs. C: activated protein C, P = 0:010. For all other parameters, P > 0-05.
B vs. C: activated protein C, P = 0-038. For all other parameters, P > 0-05.
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Table IV. Coagulation parameters in patients

Patients without with or without venous thromboembolism.

Patients with

Parameter thrombosis (n = 12) thrombosis (n = 27) P

Age, years 41 (34-54) 42 (35-55) 0-738
Sex (% of males) 50 69 0176
Activated protein C (ng/ml) 068 (0-48-0-79) 0-81 (0-69-0-90) 0034
Protein C inhibitor (%) 87 (75-101) 101 (86-107) 0025
APC:PCI complexes (ng/ml) 0-55 (0-49-0-66) 0-59 (0-41-0-78) 0-542
Thrombomodulin (ng/ml) 16:2 (7-6-22-4) 221 = 153 0-329
Protein C (U/ml) 1-18 (1-05-1-32) 1-05 (0-90-1-20) 0117
Protein § (U/ml) 1-18 (1-02-1-37) 1-11 (101-1-21) 0-369
Antithrombin (U/ml) 1:06 (1-03-1-20) 1:03 (1-00-1-13) 0-819
oy -antitrypsin (pmol/l) 342 (29:1-45'3) 32:7 (27-3-37°5) 0394
Fibrinogen (g/l) 307 (2:51-3-27) 311 (262-335) 0-831
Factor VIII (U/dl) 145 (91-195) 118 (89-139) 0-128
von Willebrand factor (U/dl) 135 (103-211) 108 (67-151) 0-094
C-reactive protein (mg/l) 29 (1-77-62) 19 (1-1-86) 0-447

All data, except C-reactive protein, were normally distributed in both subgroups. Nevertheless,

given the small sample sizes, data are expressed as median (interquartile range) and statistical

significance was assessed by the Mann-Whitney U-test.

Discussion

Our results show that plasma APC level is significantly reduced
in Behget’s disease. More remarkably, APC levels were
significantly lower in patients with a history of VTE than in
asymptomatic patients. As a low APC level is a risk factor for
VTE (Espafa et al, 2001), these results suggest that the reduced
APC level seen in patients with Behget’s disease might be
related to the high incidence of VTE seen in these patients. In
fact, patients with APC levels below 075 ng/ml (the 10th
percentile of the control group) had five times more risk of
VTE than those with APC levels above that cut-off point.

Venous thromboembolism risk was higher in male than in
female patients with Behget’s disease, which agrees with the
fact that the disease is more severe in males (Toydemir ef al,
2000).

The levels of TM were significantly lower in patients than in
controls and, among patients, lower in those with a history of
VTE. Demirer et al (2000) also reported that TM levels were
lower in patients with Behcet's disease than in healthy
individuals, and Gurgey et al (1998) have reported reduced
levels of TM in patients with Behget’s disease compared with
healthy subjects, but only in those who were carriers of the
factor V Leiden mutation. We only had two patients with the
factor V Leiden mutation. When both patients were excluded
from the calculations, the group of patients with VTE still
showed a mean TM level lower than that observed in patients
without VTE. In contrast, several authors have reported
increased levels of TM in patients with Behcet’s disease
compared with healthy individuals (Boehme et al, 1996;
Haznedaroglu et al, 1996; Espinosa et al, 2002). These differ-
ences could be due to a different disease activity status in
different series (Espinosa ef al, 2002). In healthy subjects, a
reduced level of soluble TM may reflect a lower TM expression

(Salomaa et al, 1999), which could result in a lower protein C
activation rate and a reduced plasma APC level. Proinflam-
matory mediators have been reported to suppress endothelial
TM expression and thus may reduce the level of soluble TM
(Moore et al, 1987; Archipoff ef al, 1991). The positive
correlation between APC and TM levels in patients supports
this hypothesis. Reduced TM expression might be caused by
gene mutations or by a modulation of its expression by
components associated with the disease. An association
between mutations in the TM gene and increase in the risk
of thrombosis has been described (Norlund et al, 1997; Ohlin
et al, 1997; Le Flem et al, 1999, 2001). On the contrary, TM
expression can be modified by endotoxin, interleukin-1 or
tumour necrosis factor-o (Moore et al, 1987; Conway &
Rosenberg, 1988), which may be increased in patients with
Behget’s disease caused by inflammation. Therefore, the
chronic inflammation that occurs in patients with Behget’s
disease, as evidenced by the increase in CRP, o,AT, fibrinogen
and VWF levels, might induce a down-regulation of TM
expression and a lower APC generation.

The fact that in vive circulating APC:PCI complex levels
were similar or even lower in patients than in controls
supports our hypothesis that the low APC levels seen in
patients is the result of a reduced activation of protein C on the
endothelium.

Protein C inhibitor and o, AT are the major plasma APC
inhibitors (Heeb et al, 1989), and elevated o,AT levels may
reduce the levels of circulating APC (Espana et al, 1996;
Mezzano et al, 2001). However, although the levels of o AT
were significantly increased in patients with Behget’s disease,
patients with and without a history of VTE had similar o, AT
levels, and no significant correlation was found between APC
and o, AT in patients, indicating that the reduced APC levels in
patients with VTE compared with those without VTE is not
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due to the effect of increased inhibitor concentrations. We
have previously reported that the influence of o, AT on plasma
APC levels is significant only when o, AT levels increase to
200% (Espana et al, 1996). On the contrary, an increase in
plasma PCI could account for the reduced levels of APC
observed in patients. However, PCI levels were similar in
patients and controls. Among patients, PCI was even lower in
those with a history of VTE who had lower APC levels.
Therefore, the reduced APC levels observed in patients with
VTE may not be explained by an increase in PCI levels. The
reduction in PCI levels observed in patients with a history of
VTE could reflect the higher hypercoagulability in these
patients (Tabernero et al, 1990; Espana et al, 1991).

To determine whether the treatment of Behget’s disease
influences the levels of the different parameters studied,
patients were grouped into three subgroups according to
treatment: patients under no treatment, patients taking anti-
inflammatory drugs alone, and patients receiving immuno-
suppressors with or without anti-inflammatory drugs.
Although patients treated with immunosuppressors had lower
APC levels than the other two subsets of patients, all three
subgroups showed APC levels significantly lower than those of
the control group. Thus, the drugs used for treatment of the
disease may not explain the reduced APC and TM levels
observed in these patients.

In conclusion, our results show that patients with Behgcet’s
disease have reduced APC levels that may explain the high
f 1 1] cap 1 -y
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Abstract

Introduction: Behcet’s disease is associated with an increased risk of thrombosis,
although the prothrombotic mechanisms are unclear. Alterations in blood rheology,
particularly increased erythrocyte aggregation, might play a role in the development of
such thrombotic events. Materials and methods: We measured plasma lipids,
fibrinogen, haematocrit, erythrocyte aggregation, erythrocyte deformability, blood
viscosity, plasma viscosity and erythrocyte indexes in patients with a nonactive
disease at sampling, and in a well-matched control group. The patient group
comprised 42 patients with BD (21 male, 21 female aged 43+12 years) and the control
group comprised 46 healthy volunteers (23 male, 23 female aged 45+ 13 years). Twelve
of the 42 patients with BD had a previous documented history of deep vein thrombosis
at least 6 months before entering the study, and the other 30 did not. Results:
Compared with controls, patients showed statistically higher fibrinogen concen-
trations (P=0.001), plasma viscosity (P=0.002), blood viscosity (P=0.006) and
erythrocyte aggregation, both at stasis (P=0.001) and at a low shear rate
(P=0.002): the other rheological parameters were not statistically significant. No
differences were observed in the rheological parameters when patients with and
without previous thrombotic episodes were compared. Conclusions: Although patients
with BD show a moderate hyperviscosity syndrome, possibly related to chronic
inflammation, this does not seem to play a role in the development of thrombotic
events.

© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Introduction

Behcet’s disease (BD) is a chronic multisystem
inflammatory disorder characterized by recurrent
oral and genital ulcers and uveitis [1]. It involves a
variety of organs, including joints, the gastrointes-
tinal tract, the skin and the central nervous and
vascular systems [2]. The main histopathological
finding in BD is vasculitis affecting large, medium or
small vessels. Thrombotic complications have been
reported in approximately 10—45% of patients with
BD [3,4], manifested by both arterial and venous
thromboses, although venous thromboses are more
frequent [3—5], followed by superficial phlebitis [6].
Several factors have been studied to establish the
aetiology of thrombosis in patients with BD, as the
prothrombotic mechanisms are not clearly defined.
These include hypercoagulability [7—15], hypofibri-
nolysis [16—20] and endothelial injury [21—24].

Alterations in blood rheology appear to
increase the risk of developing both arterial and
venous thromboses [25—27], although their influ-
ence on developing thromboses in patients with
BD is poorly understood. Among the various
haemorheological parameters, only increased
erythrocyte aggregation has been suggested to
play an important role in the development of
thrombotic events in patients with BD [28]. This
is the only study performed so far, and other
rheological parameters, such as blood and plasma
viscosity and erythrocyte deformability, which also
play pivotal roles in determining blood fluidity,
have not been measured. That study [28] classi-
fied patients with BD who suffered uveitis in the
same group as those suffering deep vein
thromboses, which may yield confounding results,
as uveitis is an inflammatory process not neces-
sarily related to venous thrombosis.

We aimed here to ascertain whether any
rheological parameters might be involved in the
pathogenesis of thrombotic events in patients
with BD. The factors measured were fibrinogen
concentration, haematocrit, erythrocyte aggrega-
tion, erythrocyte deformability, blood viscosity
(BV) and plasma viscosity.

Methods

Patients and controls

The patient group comprised 42 patients with BD
(21 male, 21 female, aged 43+12 years) recruited
from the records at La Fe and General Hospitals
between 1990 and 2003. All patients fulfilled

80

three or more of the International Study Group
criteria for the diagnosis of BD [29]. The mean
duration of disease was 8.5+5.9 years (range 1—15
years). The distribution of clinical manifestations
from the onset of the disease had been as follows:
mouth ulcers 100%; genital ulcers 74%; arthralgia
64%; fever 50%; ocular involvement 45% (33%
uveitis and 12% others); cutaneous involvement
43%; thrombotic events 28%; neurological events
28% and gastrointestinal involvement 12%. Only
one male patient presented at sampling with an
ocular involvement, indicating an active phase of
the disease. The other patients were inactive or
showed minimum activity (mild aphthosis or
arthralgia). Mild aphthosis was defined as the
presence of some isolated aphthae in the 4 weeks
before sampling, without other concomitant signs
or symptoms of disease activity. Twelve of the 42
patients with BD had a documented history of
deep vein thrombosis and the other 30 did not.
Thromboses were located in the lower limbs
(n=7), the iliac and caval vein plus pulmonary
embolism (n=1), the cerebral sinus (n=1), the
intracardiac area (n=1), the upper limbs (n=1)
and in the lungs with associated ischaemic stroke
(n=1). Four patients had suffered repeated epi-
sodes of superficial phlebitis; two had had more
than one deep vein thrombotic episode and were
therefore on long-term oral anticoagulant therapy
with acenocoumarol. In these two patients, ace-
nocoumarol was replaced with low molecular
weight heparin 20 days before sampling; this was
not administered on the day before sampling, but
immediately after. None of the patients had
malignancies, renal or hepatic dysfunction. Sam-
pling took place at least 6 months after any

thrambhatic avant All thramhbatic avante had hasn
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assessed clinically and were confirmed using
objective methods (Doppler ultrasonography,
venography, computed tomography or magnetic
resonance imaging).

The control group consisted of 46 healthy
volunteers (23 male and 23 female aged 45+13
years) matched for age and gender with the
patients, and from the same geographical area.
They were either members of the staff at our
hospital or patients visiting our hospital for a
medical checkup. The absence of previous throm-
botic events was ruled out by means of a valid-
ated questionnaire [30]. Controls and patients
were studied at the same time. Informed consent
was obtained for all the participants, and the
Ethics Committee of our hospital approved the
study.

Height (m) and weight (kg) were recorded for
all subjects and the body mass index (BMI) was
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calculated (kg/m?). Given the influence of cardi-
ovascular risk factors on haemorheological profile,
these were recorded for both groups. A subject
was considered having a risk factor if they were
obese (BMI=30 kg!mz), were a smoker (>1 ciga-
rette/day) or if they had hypertension (diastolic
blood pressure>90 mm Hg), hyperlipidaemia (total
cholesterol>220 mg/dL or triglycerides>175 mg/
dL), fasting glucose concentration>=126 mg/dL, or
were receiving pharmacological treatments for
hypertension, hyperlipidaemia or diabetes.

Blood collection

Blood was collected from the antecubital vein with
a minimum stasis between 0800 and 1000 h after 12
h fasting, into vacuum tubes: dry for biochemical
tests, with trisodium citrate for fibrinogen, and into
EDTA K3 tubes for haematological and rheological
tests. Rheological measurements were performed in
duplicate within 2 h after sampling, to avoid the
deterioration of erythrocyte rheological properties
[31]. Samples of patients and controls were pro-
cessed simultaneously.

Laboratory methods

Total serum cholesterol, triglycerides and glucose
were measured by enzymatic techniques in a Dax-
72 autoanalyser (Bayer Diagnostic, Tarrytown, NY,
USA). Fibrinogen was determined using coagulo-
metric techniques in an ACL-7000 autoanalyser
(Instrumentation Laboratory, Milan, Italy). Haema-
tocrit was assessed using a microcentrifuge at
15000 g for 7 min. Erythrocyte aggregation was

maaciirad anm arvthracsutba acaracamatar (Aoe
measured in an CiyuinoLylT agBicguincicr ynyi-

enne, Germany) at stasis (EAO) and at low shear
rate of 3 s (EA1) after adjusting the haematocrit
to 45% with autologous plasma [32]. Plasma
viscosity (PV) was determined in a capillary
plasma viscosimeter (Fresenius, Germany) at 37
°C [33]. Blood viscosity (BV) was measured in a
Brookfield model DV Il viscosimeter (Brookfield
Engineering Laboratories, Stoughton, MA, USA) for
230 s' both at a native and a corrected
haematocrit of 45%, at 37 °C. Erythrocyte deform-
ability (El) was determined in a shear stress
diffractometer (Rheodyn SSD, Myrenne) at 12, 30
and 60 Pa [34]. Because of the high correlation
coefficient between these three values [35], only
the results obtained at 60 Pa are given. Basic
blood cell count and erythrocyte indexes (MCV,
MHC, MCHC) were determined using a Sysmex NE
8.000 autoanalyser (TOA, Medical Electronics,
Kobe, Japan).
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Statistical analysis

All continuous variables were evaluated for nor-
mality of distribution. Triglycerides and glucose
distributions were markedly skewed and these
data were logarithmically transformed before
statistical analysis. 7> tests were used to compare
differences in percentages between patients and
controls. Student’s t-tests for independent groups
were used to compare differences in age, BMI,
glucose and lipid concentrations, and rheological
variables between cases and controls. Mann—
Whitney nonparametric tests were used to com-
pare data between patients with and without
thrombotic events. Correlations between rheolog-
ical parameters were calculated using the bivari-
ate Pearson correlation for patients and controls
and with the Spearman test for thrombotic events
in patients with BD. The data are expressed as
means*one standard deviation (S.D.). A bilateral
P value<0.05 was considered statistically signifi-
cant. All analyses were calculated using the
Statistical Package for Social Sciences (SPSS,
version 10) for Windows.

Results

No statistically significant differences were
observed between cases and controls regarding
the percentage of hypertensive individuals (12.5
vs. 4.4; P=0.246), smokers (30.6 vs. 35.6;
P=0.586) or obesity (5.0 vs. 5.8; P=1.00). One
patient with BD was a heterozygous carrier of the
factor V Leiden mutation, another carried the
prothrombin G20210A variant, and one patient
was doubly heterozygous for the two mutations.
One control subject was a heterozygous carrier of
the factor V Leiden mutation, and one for the
prothrombin G20210A mutation (P>0.5).

When patients and controls were compared
(Table 1), patients showed a statistically higher
fibrinogen concentration (P=0.001), plasma viscos-
ity (P=0.002), blood viscosity at corrected haema-
tocrit (P=0.006) and erythrocyte aggregation both
at stasis (EAO, P=0.001) and at a low shear rate
(EA1, P=0.002). The other variables were not
statistically significant.

No differences in haematimetric indexes were
observed between patients and controls. Respec-
tively, the figures were: MCV 86.33+5.06 vs.
87.03+4.65 fL (P=0.294); MCH 28.98+1.80 wvs.
29.55+1.33 pg (P=0.081) and MCHC 33.58+1.16%
vs. 33.86+0.93%, (P=0.169). Statistically signifi-
cant correlations were found between fibrinogen
concentrations and the following rheological
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Table 1 Age, gender, BMI, biochemical and rheolog-
ical parameters in patients with Behcet’s disease and
in the control group

Table 3 Age, gender and rheological parameters in
patients with Behcet disease, with and without
thrombosis

Variabie Patients Control group P
(n=42) (n=46)
Age (years) 43+12 43+14 0.758
Gender 21/21 23/23 1.000
(male/female)

BMI (kg/m?) 24.6+3.7 24.1+£3.2 0.558
Glucose (mg/dL) 89+16 87+18 0.949
T-Chol (mg/dL) 198+37 200+35 0.754
TG (mg/dL) 100+45 89+39 0.262
Htc (%) 40.5+3.5 41.3+£3.5 0.320
Leu (x10%/L) 7.4+2.8 6.6£1.1 0.083
Fbg (mg/dL) 310+98 245+52 0.001
PV (cP) 1.27£0.11 1.20£0.06 0.002
EAQ 4.05+1.00 2.98+1.02 0.001
EA1 7.70+£1.16 6.97+0.99 0.002
EI60 (%) 57.20£3.06 56.69+4.30 0.543
BVn230s ' (cP) 4.33+0.47 4.22+0.51 0.325
BVc230s ' (cP) 4.80+0.41 4.57+0.31 0.006

T-Chol, total cholesterol; TG, triglycerides; Htc, haematocrit;
Leu, leucocytes; Fbg, fibrinogen; PV, plasma viscosity; EAO,
erythrocyte aggregation at stasis; EA1, erythrocyte aggrega-
tion at 35 '; EI60, elongation index at 60 Pa; BVn230s ', blood
viscosity at native haematocrit, 230s™'; BVc230s ', blood
viscosity at corrected haematocrit, 2305~

variables: EAO r=0.329, EA1 r=0.378, PV r=0.525
and BVc230s~' r=0.415 (P<0.01). No differences
were observed within patients with BD in the
rheological variables regarding their duration of
disease (>8 or <8 years, Table 2). No differences
were observed in rheological variables for uveitis
(Fbg, PV, EAO, EA1 and BVc 230s™'), when
patients with BD who had had previous uveitis
were compared with those who did not (P=0.083;
P=0.332; P=0.685; P=0.138; P=0.986, respec-
tively). No differences were observed in the
rheological parameters when patients with and

Table 2 Age, gender and rheological parameters in
patients with Behcet'’s disease related to the duration
of the disease

Variable <8 years >8 years P
(n=21) (n=21)
Age (years) 3710 47+12 0.012
Gender 9/12 12/9 0.206
(male/female)

Fbg (mg/dL) 307+78 315116 0.860
PV (cP) 1.26+0.9 1.28+0.13 0.839
EAO 3.89+0.91 4.20+1.1 0.507
EA1 7.63+1.11 7.78%+1.23 0.694
BVc230s '(cP) 4.74+0.33 4.85+0.47 0.520

Fbg: fibrinogen; PV, plasma viscosity; EAO, erythrocyte
aggregation at stasis; EA1, erythrocyte aggregation at 3s !
BVc230s ', blood viscosity at corrected haematocrit, 230s .
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Variable With Without P
thrombosis thrombosis
(n=12) (n=30)
Age (years) 43+16 42+10 0.836
Gender 8/4 13/17 0.305
(male/female)
Fbg (mg/dL) 306+84 313+104 0.976
PV (cP) 1.31+0.17 1.25+0.08 0.487
EAD 3.66+0.81 4.2141.05 0.095
EA1 7.25£1.18 7.90£1.12 0.138
BVc230s '(cP) 4.61+0.45 4.86+0.38 0.119

Fbg, fibrinogen; PV, plasma viscosity; EAO, erythrocyte
aggregation at stasis; EA1, erythrocyte aggregation at 35"
BVc230s ', blood viscosity at corrected haematocrit, 2305 .

without previous thrombotic events were com-
pared (Table 3).

Discussion

Increased blood viscosity, plasma viscosity and red
blood cell rheological alterations, such as increased
erythrocyte aggregation or decreased erythrocyte
deformability, may increase the risk for developing
thrombotic events [25—27]. Rheological alterations
have been poorly studied within the diverse
prothrombotic mechanisms that might be involved
in BD. In the present study, patients with BD
showed a slight hyperviscosity syndrome charac-
terized by a statistically significant increase in
blood viscosity at corrected haematocrit (P=0.006),
plasma viscosity (P=0.002), fibrinogen concentra-

#imm DN NNAY anAd arvithracsutra aaaracatinn hath
LIUT {r=uauui g anild THyuinUlyuc aggiTgdiiuni both at

stasis (P=0.001) and at a low shear rate (P=0.002),
when compared with a well-matched control group.
These results are understandable given that BD is a
chronic inflammatory vascular disease with
increased fibrinogen concentrations [16,20,36] and
consequently increased plasma viscosity and blood
viscosity. The increased erythrocyte aggregation
observed in patients with BD also seems to be
related to increased fibrinogen concentrations, as
plasma lipids (both total cholesterol and triglycer-
ides), which are also known to favour erythrocyte
aggregation [37—39], were not statistically
increased when compared with controls. Erythro-
cyte deformability was not decreased at any of the
shear stresses tested, although other degenerative
and inflammatory vascular diseases show less
deformable erythrocytes [40,41].

We emphasize that the rheological alterations
observed in these patients with BD were present
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even when they are not in an active disease state.
In addition, the altered rheological profile was not
related to the time elapsed since the onset of the
disease (duration of the disease), and this is in
accord with the chronic inflammatory nature of the
disease. However, when patients with BD were
classified according to whether they had suffered
previous thrombotic events, none of the parame-
ters analysed showed any statistically significant
difference, suggesting that alterations in rheolo-
gical parameters do not seem to contribute to
the development of thrombotic events in these
patients.

The only study that has determined erythro-
cyte aggregation in patients with BD as an
indicator for an aggressive clinical course of the
disease is that published by Demiroglu et al.
[28]. This reported that patients with BD who
developed thrombosis showed higher erythrocyte
aggregation levels than those who did not,
suggesting that this rheological parameter could
be used as an indicator of thrombotic risk. As
that author performed erythrocyte aggregation
measurements with the same model instrument
as that used in the present study, differences in
results cannot be attributed to methodology. An
important criticism about the study is that the
authors included uveitis in the same group as
deep vein thrombosis, which we consider inad-
equate as uveitis is an inflammatory process not
necessarily related to vein thrombosis: this thus
may cause confounding results. Moreover, in the
present study, when patients with BD who had
had uveitis were compared with those who did
not, no differences in the rheological profile
were observed, indicating that if patients with

BN wnth ivaitic had haan incliidad tha arniim Af
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patients with BD with thrombosis, results would
not have changed. Another important point to
make is that the authors [28] did not observe
increased fibrinogen concentrations in those
patients who showed higher erythrocyte aggrega-
tion, and thus the mechanisms for increased
erythrocyte aggregation were not clearly defined.
In the present study, given the correlation
between erythrocyte aggregation and fibrinogen
concentrations, it would seem reasonable to
argue that the former was mainly caused by
increased fibrinogen concentrations.

In conclusion, the results indicate that patients
with BD show moderate blood hyperviscosity,
similar to that observed in other forms of vascu-
litis, such as lupus erythaematosus [42,43]. How-
ever, none of the rheological parameters analysed
seem to be involved in the development of
thrombotic events in these patients. Studies with
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a larger number of patients are needed to
evaluate rheological parameters in patients with
BD complicated with venous and also arterial
thrombotic events to confirm our rheological
results and if altered, their lack of effect in
potentiating thrombotic risk. Such studies should
include a ‘diseased control’ group (i.e., patients
with other inflammatory disorders, but without
increased thrombotic tendencies) to ascertain
whether rheological alterations are related to
thrombotic events.
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Abstract. Behget's disease (BD) is a chronic systemic vasculitis characterised by recurrent oral and genital ulcers and uveitis, in
which 25-30% of patients develop thrombotic events of unknown etiology. In order to ascertain whether erythrocyte aggregation
(EA) may be involved in thrombotic events and or uveitis in BD patients, we determined using two erythrocyte aggregometers
i.e. Myrenne and Sefam (which provides the total disaggregation threshold, needed for erythrocytes to disaggregate), EA in
77 BD patients (42 male, 35 female, aged 44 + 12 years) and 77 controls (41 male, 36 female, aged 43 + 11 years). BD
patients showed higher EA determined with both aggregometers: Myrenne (EAg: P = 0.035; EAy: P < 0.001) or the Sefam
(Ta: P < 0.001, Aljp: P < 0.001,vD: P = 0.014) as well as higher fibrinogen and triglyceride levels (P < 0.001, P = 0.003,
respectively) compared with the control group. However no differences were observed in any of the aggregation parameters
determined either with the Myrenne (EAg, EA|) or the Sefam (Ta, Aljy, vD) aggregometer when BD patients with thrombotic
events (n = 23) or uveitis (n = 21) were compared with those who did not (7 > 0.05). These results reinforce previous
findings of our group, suggesting that EA does not seem to be involved in thrombotic events or in uveitis in BD patients.

Keywords: Erythrocyte aggregation, Behcet's disease, Sefam and Myrenne aggregometer, thrombosis, uveitis

1. Introduction

Behget’s disease (BD) is a chronic multisystemic inflammatory disorder characterised by recurrent
oral and genital ulcers and uveitis [1,2]. Approximately 25-30% of patients show thrombotic events
especially in the venous system [3,4], although their etiology remains unknown [5-7]. Within prothrom-
botic mechanisms, hemorheological alterations have been found to be associated with thrombotic events
in arterial, venous or microcirculatory areas [8—11]. Red blood cell hyperaggregability is one of the
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more involved rheological alterations in deep vein thrombosis [12,13] myocardial infarction [14-16], as
well as in other thrombotic sites [17,18]. The role played by red blood cell (RBC) hyperaggregability
in thrombotic events in BD is a controversial issue as some authors [19] have found a link between
them, while others have not [20,21]. This discrepancy may be due to the fact that the former included
uveitis in the deep vein thrombotic group which might produce confounding results. In addition, in the
above mentioned studies [19-21] EA in BD has been determined with the Myrenne aggregometer which
only gives the aggregation index [22]. To date EA in BD has not been evaluated by means of the Sefam
erythroaggregometer [23,24] which provides other aspects of the EA process such as aggregation time
(Ta), aggregation extent (Al,) and the total disaggregation threshold (D) i.e. the shear rate needed for
erythrocytes to disaggregate.

The aim of the present study is to determine EA in a large group of patients with BD with two erythro-
cyte aggregometers i.e. Sefam and Myrenne and to compare it to a control group, as well as to assess the
possible association between thrombotic events and EA, considering deep vein thrombosis and uveitis
separately.

2. Methods
2.1. Patients and controls

The patient group comprised 77 patients (42 male, 35 female, aged 44 + 12 years) with BD recruited
from the records of La Fe, General and Peset Hospitals in Valencia between 1990 and 2005. All pa-
tients fulfilled three or more of the International Study Group criteria for the diagnosis of BD [25].
The mean duration of disease was 9.4 £ 6.3 years (range 1-24 years). From the 77 patients 22 had
suffered deep vein thrombosis and/or phlebitis, and 2 of these patients had suffered in addition angina
pectoris and ischaemic stroke. One patients had suffered an ischaemic stroke but no thrombosis in the
venous system. The time elapsed since the thrombotic events was 6.4 + 4.1 years (range 1-11 years).
Sampling took place at least 6 months after any thrombotic event in order to avoid the reactant phase.
Of the 77 BD patients 21 had presented with uveitis. When sampling, patients were not in an active
phase of the disease, or with a minimum activity (mild aphtosis and/or arthralgias). None of the pa-
tients had malignancies, renal or hepatic dysfunction. All thrombotic events had been assessed clinically
and were confirmed using objective methods (Doppler ultrasonography, venography, computed tomog-
raphy or magnetic resonance imaging). Posterior uveitis was diagnosed by ophthalmic examination and
fluorescein angiography.

The control group was made up of 77 subjects (41 male, 36 female, aged 43 + 11 years) from the
staff at La Fe Hospital or from the outpatient Dermatology Clinic due to having minimum dermatologic
problems, such as seborrheic keratosis, warts or pityriasis versicolor. In these subjects, the absence of
previous thrombotic events was ruled out by the Frezzato’s [26] validated questionnaire.

Controls and patients were studied at the same time. Informed consent was obtained from all the
participants, and the Ethics Committee of our hospital approved the study. Given the influence of car-
diovascular risk factors on the hemorheological profile, these were recorded for both groups. Subjects
were considered having a risk factor if they were obese (BMI > 30 kg/m?), were a smokers (> 1 ciga-
rette/day), or if they had hypertension (diastolic blood pressure > 90 mmHg), hyperlipidaemia (total
cholesterol > 220 mg/dl or triglycerides > 175 mg/dl), fasting glucose concentration > 126 mg/dl, or
were receiving pharmacological treatments for hypertension, hyperlipidaemia, or diabetes.
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2.2. Blood collection

Blood was collected from the antecubital vein with a minimum stasis between 08:00-10:00 after 12 h
fasting, into vacuum tubes: dry for biochemical tests, with trisodium citrate for fibrinogen, and into K3
EDTA for haematological and rheological tests. Erythrocyte aggregation was performed in duplicate
within 2 h after sampling, to avoid the deterioration of erythrocyte rheological properties [27]. Samples
of patients and controls were processed simultaneously.

2.3. Laboratory methods

Total serum cholesterol, triglycerides and glucose were measured by enzymatic techniques in a Dax-72
autoanalyser (Bayer Diagnostic, Tarrytown, NY, USA). Fibrinogen was determined using coagulometric
techniques in an ACL-7000 autoanalyser (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy). Haematocrit was
assessed using a microcentrifuge at 15000 g for 7 min. Erythrocyte aggregation was measured in an ery-
throcyte aggregometer (Myrenne GmbH Germany) at stasis (EAg) and at low shear rate of 3 s~! (EA|)
after adjusting the haematocrit to 45% with autologous plasma [22]. In addition erythrocyte aggregation
was also performed with the Sefam erythro-aggregometer [23,24]. It determines the aggregation time
(Ta), the aggregation index at 10 sec (Alyp), i.e. a measurement of the extent of erythrocyte aggregation
and the disaggregation threshold (D) i.e. the shear rate needed for erythrocytes to disaggregate. The
temperature was adjusted to 37°C.

Basic blood cell count and erythrocyte indices (MCV, MHC, MCHC) were determined using a Sysmex
NE 8.000 autoanalyser (TOA, Medical Electronics, Kobe, Japan).

2.4. Statistical analysis

All continuous variables were evaluated for normality of distribution. Glucose distribution was
markedly skewed and this data was logarithmically transformed before statistical analysis. Student’s
t-tests for independent groups were used to compare differences in age, BMI, glucose, lipids, fibrinogen
concentration and EA parameters between cases and controls and between BD patients with or without
thrombosis and uveitis. Chi squared test was conducted to study the differences in percentages in car-
diovascular risk factors between cases and controls and within BD patients with and without thrombosis
and uveitis. Correlations between EA measurements obtained with both aggregometers and with them
and Fbg, T-Chol and TG were calculated using the Pearson bivariate correlation. The data are expressed
as mean =+ one standard deviation (SD). A bilateral P value <0.05 was considered statistically signifi-
cant. All analyses were calculated using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS, version 10)
for Windows.

3. Results

No statistically significant differences were observed between cases and controls regarding the per-
centage of hypertensive individuals (19% vs. 10%, P = 0.064), smokers (33.8 vs. 32.5, P = 0.864)
and obese (15% vs. 8% P = 0.178). The percentage of diabetics, 10% in cases vs. 2.6% in controls was
borderline significant P = 0.047. The percentage of hyperlipemics was higher in cases 18.4% than in
controls 4%, P = 0.011.
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Table 1

Age, gender, BMI, biochemical and rheological parameters in patients with Behget's disease and in the
control group

BD Patients Control group P
(n=177) (n=177)
Age (years) 44 +12 43+ 11 0.501
Gender (m/f) 42/35 41/36 0.881
BMI (kg/m?) 257+ 4.5 252435 0.509
EAq 3.91 £0.96 3.58 £0.97 0.035
EA; 7.641+1.24 6.95+1.22 <0.001
Ta(s) 1.65 +£0.51 2.23+£0.65 <0.001
Aljp 498 L8 43.7+89 <0.001
D (s 136 + 130 87 £ 70 0.014
MCV (fl) 90.5+5.1 90.2 + 4.1 0.672
MCH (pg) 299 +£2.1 30.1£1.6 0.467
MCHC (g/dl) 33+ 1.1 33.4+£07 0.026
Fbg (mg/dl) 327+77 267 + 54 <0.001
T-Chol (mg/dl) 213 +39 210 + 34 0.572
TG (mg/dl) 130 + 66 100 £ 57 0.003
Glu (mg/dl) 95+ 18 99+ 13 0.181

EAg, erythrocyte aggregation at stasis; EAj, erythrocyte aggregation at 3 s~ L Ta, erythrocyte aggre-
gation time; Aljp, aggregation index at 10 sec; vD (s™"). total disaggregation threshold; MCV, mean
corpuscular volume; MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin con-
centration; Fbg, fibrinogen; T-Chol, total cholesterol; TG, triglycerides; Glu, glucose.

When BD patients with and without thrombosis and with and without uveitis were compared, no
differences in the percentage of hyperlipemia or diabetes was observed P = 0.623 and P = 0.663,
respectively.

Table 1 shows age, gender, BMI, erythrocyte aggregation indices, hematimetric indices, Fbg, T-Chol,
TG and Glu levels in BD patients and controls. BD patients show statistically higher EAg, EA;, Ta (s),
Aljpand 4D (s~') than controls (P < 0.001), as well as TG (P = 0.003). No differences were observed
in the other parameters analysed.

Table 2 shows age, gender, erythrocyte aggregation indices, Fbg, T-Chol, TG and Glu levels in BD
patients with and without thrombosis. No differences in any of the aggregation parameter or in Fbg,
T-Chol, TG or Glu levels were observed.

Table 3 shows, age, gender, erythrocyte aggregation indices, Fbg, T-Chol, TG and Glu levels in BD
patients with and without uveitis. No differences in any aggregation parameter or in Fbg, T-Chol, TG
and Glu levels were observed.

Table 4 shows the correlation (r) between EA parameters determined with the Myrenne (EAg, EA /)
and the Sefam (Ta, Al,g, vD) aggregometer.

A negative correlation was observed between EA, EA; and Ta and positive correlation between EA,
EA; and Al;p and vD (P < 0.01).

Table 5 shows the correlation () between EA parameters determined with the Myrenne (EAg, EA;),
the Sefam (Ta, Al,g, vD) aggregometer and Fbg, T-Chol and TG levels. A significant correlation was
observed between all the EA parameters and Fbg, T-Chol and TG (P < 0.01), the Sefam showing the
highest correlation () values with Fbg levels (r = —0.667, 0.528, 0.436).
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Table 2
Age, gender, rheological and biochemical parameters in patients with Behget's disease with and without
thrombosis
With thrombosis Without thrombosis r
(n =23) (n =54)

Age (years) 48 +£13 43+ 12 0.142
Gender (m/f) 15/8 27/27 0.220
BMI (kg/m?) 25 +4.3 26 4 4.6 0.854
EAg 3.478 + 0.968 3.915 £ 1.000 0.085
EA, 7.291 £+ 1.087 7.774 £ 1.283 0.125
Ta(s) 1.573 £0.446 1.667 + 0.549 0.500
Al 49.2 +6.04 504 £83 0.568
~+D(s™h 145 + 147 138 4 125 0.840
Fbg (mg/dl) 344 4+ 85 324 £+ 82 0.344
T-Chol (mg/dl) 213 £49 214 £+ 34 0.934
TG (mg/dl) 129 + 61 131 £70 0.869
Glu (mg/dl) 94 + 16 97+ 19 0.503

EAy, erythrocyte aggregation at stasis; EA, erythrocyte aggregation at 3 s~ I Ta, erythrocyte aggrega-
tion time; Al o, aggregation index at 10 sec; vD (s "), total disaggregation threshold; Fbg, fibrinogen;
T-Chol, total cholesterol; TG, triglycerides; Glu, glucose.

Table 3
Age, gender, rheological and biochemical parameters in patients with Behget's disease with and without
uveitis
With uveitis Without uveitis P
(n=21) (n = 56)

Age (years) 44 £ 11 45+ 13 0.757
Gender (m/f) 10/9 31724 0.778
BMI (kgfmz) 25+ 4 26+4 0.736
EAg 3.80£0.82 3.77+1.06 0.921
EA| 7.59+1.28 7.65+1.26 0.865
Ta(s) 1.88 +0.57 1.70 + 0.48 0.182
Alyg 485+175 50.5+7.9 0.340
4D (s™h 184 + 172 123 + 113 0.134
Fbg (mg/dl) 326 £ 70 329+ 84 0.898
T-Chol (mg/dl) 219+ 44 214 £+ 38 0.596
TG (mg/dl) 123 £ 82 136 + 64 0.511
Glu (mg/dl) 93 £+ 10 97 +£20 0.333

EA,, erythrocyte aggregation at stasis; EA |, erythrocyte aggregation at 3 s~ '; Ta, erythrocyte aggrega-
tion time; Al o, aggregation index at 10 sec; vD (s 1), total disaggregation threshold; Fbg, fibrinogen;
T-Chol, total cholesterol; TG, triglycerides; Glu, glucose.

4. Discussion
The results obtained in the present study indicate that BD patients show increased EA, determined
both with the Myrenne (EAg, EA ) and the Sefam (Ta, Al,y, 7D) aggregometers when compared with a

control group. Increased EA is possibly related with increased fibrinogen (P < 0.001) as it deals with a
chronic vasculitis, as well as to increased triglyceride levels (P = 0.003), for both are known to increase
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Table 4
Correlations of EA measurements between Myrenne and Sefam aggregometer

Ta (s) Aljp AD (™)
EAq —0.430%* 0.248** 0.313**
EA, —0.552** 0.3417" 0.393"

P < 0.01.
EAy, erythrocyte aggregation at stasis; EA |, erythrocyle aggregation at 3 s~ I Ta, erythro-
cyte aggregation time; Aljp, aggregation index at 10 sec; vD (s~ total disaggregation

threshold.
Table 5
Correlations between EA measurements (Myrenne and Sefam) and Fbg, T-Chol and TG
Fbg (mg/dl) T-Chol (mg/dl) TG (mg/dl)
EAq 0.216™* 0.212** 0.298"*
EA| 0.393** 0.305** 0.398**
Ta(s) —0.667** —0.249** —0.321**
Al 0.528"* 0.239** 0.216"*
4D (s™h 0.436™ 0.221* 0.271**

P < 0.05"P < 0.01.

EAq. erythrocyte aggregation at stasis: EA 1, erythrocyte aggregation at 3 s~ '; Ta, erythrocyte aggrega-
tion time; Al aggregation index at 10 sec; vD (s~ 1, total disaggregation threshold; Fbg, fibrinogen:
T-Chol, total cholesterol; TG, triglycerides.

this rheological parameter [28-30]. This fact is reinforced by the significant correlations observed be-
tween the several EA parameters obtained in both aggregometers with fibrinogen and triglyceride levels.

However when BD patients who have suffered thrombotic events (n = 23) were compared with those
who did not (n = 54), no differences were observed in any of the aggregation parameters performed
either with the Myrenne or Sefam aggregometer.

Therefore, previous data obtained by Demiroglou et al. [19] in BD patients, who found that EA was
higher in those who developed thrombosis is questionable because of the small sample size, and conse-
quently the small number of patients with thrombosis (n = 8). In addition these authors included BD
patients with uveitis (n = 13) in the same group as those who suffered thrombosis, this inclusion criteria
being inadequate as uveitis is an inflammatory process not necessarily related to deep vein thrombosis.
Moreover, when in the present study we compared BD patients with uveitis (n = 21) with those without
(n = 56), no differences in aggregation parameters between both groups were observed either with the
Myrenne or the Sefam aggregometer.

The results of the present study show a significant correlation between the aggregation parameters
obtained with the Myrenne and the Sefam aggregometers (P < 0.01), the correlation between the
aggregation indices, EAg, EA; and Ta, being negative i.e. the higher the aggregation index the less time
the erythrocytes need to aggregate, and a positive correlation between EAj and EA| with the aggregation
extent (Al;g, vD) and the total disaggregation threshold (D) i.e. the shear rate needed for erythrocytes
to disaggregate.

In the present study BD patients have not been found to show increased EA neither in deep vein
thrombosis nor in uveitis groups when compared with those who did not. These results strengthen our
previous findings regarding the lack of association between EA and thrombotic events in BD [20,21]. The
fact that the Sefam erythro-aggregometer gives more detailed information on the EA process [31] allows
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us to know that the cohesion of the rouleaux formed in BD is not higher in those patients with thrombosis
or uveitis than in those without (no differences in total disaggregation threshold). This aspect of the EA
process could not be determined in previous studies [19-21] by means of the Myrenne aggregometer, as
this device does not measure the D i.e. the shear rate needed for rouleaux to disaggregate.

Some authors [6] recently suggested, that increased triglyceride levels may play a role in thrombotic
events in BD although the possible mechanism remains unknown. It has also been demonstrated in other
thrombotic settings that hypertriglyceridemia may increase thrombotic risk [32-34]. In the present study
in spite of triglyceride levels being higher in cases than in controls, no differences could be observed
when patients with or without thrombosis or uveitis were compared, suggesting that triglycerides do not
seem to produce any increase in EA regarding thrombotic events in this disease. This also applies to the
levels of plasma fibrinogen, which also did not show any differences between patients with thrombosis
or uveitis events and those who had not suffered from them.

In conclusion, in BD, EA determined in a large group of patients by means of two erythrocyte aggre-
gometers does not seem to be related to the development of uveitis or thrombotic events in these patients.
Further prothrombotic or hypercoagulable mechanisms need to be elucidated in order to ascertain the
thrombotic tendency in this disease.
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RESUMEN

Fundamento y objetivo: La enfermedad de Behcet (EB) es una entidad
clinica poco prevalente en Espafia. Son escasos los articulos publicados
referentes a datos epidemiologicos y manifestaciones clinicas en nuestro pais.
El objetivo del presente estudio fue conocer las caracteristicas de las
manifestaciones clinicas de la EB en la Comunidad Valenciana.

Material y meétodos: Se recogieron datos de los pacientes
diagnosticados entre 1990 y 2005 de EB en los Hospitales Universitarios La
Fe, General, y Doctor Peset de Valencia. Las diferencias entre sexos se
analizaron mediante el test de Chi-cuadrado.

Resultados: Setenta y cuatro pacientes (40 varones, 34 mujeres)
formaron el grupo de estudio. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes
fueron las aftas orales (98,5%) y genitales (82,4%), seguidas de las cutaneas
(64,2%), oculares (42,5%), fiebre (39,4%) y vasculares (28,4%), con
predominio de las trombosis venosas sobre las arteriales. Solo las
manifestaciones gastrointestinales fueron mas frecuentes en el sexo femenino
(p=0,002). Las alteraciones vasculares y oculares fueron mas graves en los
hombres. En cuanto a la prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular,
32,4% de los pacientes fueron fumadores, 20,3% hiperlipémicos, 19%
hipertensos, 13,5% obesos y 9,5% diabéticos, aunque no se observo asociacion
entre éstos y los eventos tromboticos ni uveitis posterior (p>0.05)

Conclusiones: Los resultados obtenidos fueron similares a los de otras
areas geograficas. Destaca la mayor frecuencia de manifestaciones digestivas
en mujeres, y el predominio de eventos trombdticos venosos sobre los
arteriales. Los factores de riesgo cardiovascular no parecen jugar un papel en
el desarrollo de eventos trombdticos ni uveitis posterior en estos pacientes.

Palabras clave: Enfermedad de Behcet, trombosis, uveitis, eritema

nodoso, aftas
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ABSTRACT

Objective: Behcet's disease has a low prevalence in the Spanish
population. Only a few reports have been published on the clinical features of
Behcet’s disease in our country. The aim of this study was to determine the
type and frequency of these features of Behcet's disease in a population of
patients in the Community of Valencia

Methods: We retrospectively studied clinical data from patients with
Behcet's disease, diagnosed between 1990 and 2005 in La Fe, General and
Doctor Peset Universitary Hospitals. Statistical analysis was carried out using
the chi squared test.

Results: Seventy four patients (40 male, 34 female) were studied. The
most frequent manifestations were oral (98,5%) and genital aphthae (82,4%),
followed by cutaneous lesions (64,2%), ocular lesions (42,5%), fever (39,4%)
and vascular manifestations (28,4%). Venous manifestations were more
frequent than arterial events. Gastrointestinal lesions occurred more frequently
in females compared with males (p=0,002). Vascular and ocular
manifestations were more severe in males than in females. With respect to
cardiovascular risk factors, 32,4% of patients were smokers, 20,3% were
hyperlipidemic, 19% hypertensive, 13,5% obese and 9,5% diabetic.
Cardiovascular risk factors were not related to thrombotic events or posterior
uveitis in these patients.

Conclusion: Behcet's disease in patients in the Community of Valencia
i1s characterized by a variety of clinical manifestations similar to other
geographical areas. Gastrointestinal manifestations occur more frequently in
female patients, and venous thrombotic manifestations were more frequent
than arterial events. Cardiovascular risk factors do not seem to play a role in
the development of thrombotic events and posterior uveitis in these patients.

Keywords: Behcet’s disease, thrombosis, uveitis, erythema nodosum, aphthae
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INTRODUCCION

La enfermedad de Behcet (EB) es una vasculitis de origen desconocido
caracterizada por la presencia de aftas orales y genitales recurrentes, uveitis y
lesiones cutaneas. Otras manifestaciones que pueden desarrollar estos
pacientes son musculo-esqueléticas, neurologicas, pulmonares,
gastrointestinales y cardiacas '. Afecta preferentemente a individuos jovenes
de entre 20 y 40 afios . Varios autores han descrito que aquellos pacientes en
los que la enfermedad se manifiesta a edades mas precoces desarrollan cuadros
mas graves ~*. Los factores prondsticos mas importantes son el desarrollo de
lesiones oculares y la afectacion del sistema nervioso central (SNC). Los

varones desarrollan cuadros clinicos mas graves que las mujeres °.

La EB se distribuye a lo largo de “La Ruta de la Seda”, desde el Este de
Asia hasta los paises del Este del mar Mediterrdneo. Turquia tiene la
prevalencia mas elevada, de 80 a 420 casos por 100.000 habitantes, mientras
que en Japon, Iran, Arabia Saudita, China y Corea, ésta es de 13,5 a 20 casos
por 100.000 habitantes; en el Reino Unido de 0,64 casos por 100.000
habitantes, y en los EEUU de 0,12 a 0,33 casos por 100.000 habitantes. En
Alemania, la prevalencia difiere segin se considere a la poblacion nativa
alemana (0,42 a 0,55 por 100.000 habitantes) o a la poblacion de origen turco
(21 por 100.000 habitantes) °. Eiroa et al han calculado una prevalencia de la
EB en el area sanitaria de La Corufa de 5,6 casos por 100.000 habitantes, con
una incidencia anual de 0,53 casos por 100.000 habitantes para el sexo

masculino y 0,32 por 100.000 habitantes para ambos sexos °.

Se ha demostrado en diversos estudios la heterogeneidad de las
manifestaciones clinicas de la EB en poblaciones de diferente origen étnico °.
Existen pocos estudios en la literatura que aporten datos sobre las
manifestaciones clinicas de la EB en poblacion espafiola, y el numero de
pacientes incluidos en éstos es escaso. Asi, se ha publicado un estudio en la
poblacion del Noroeste de Espafia ’ que presentaba los datos de 16 pacientes,

un estudio en poblacion del Este de Espafia que presentaba datos de 24
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|y el trabajo publicado por Espinosa et al °, donde evaluan las

pacientes
caracteristicas clinicas de 34 pacientes procedentes del Noreste de Espaiia.

En el presente estudio se valoran las manifestaciones clinicas de
pacientes con EB procedentes de tres hospitales de la ciudad de Valencia, en
base a la historia clinica y la encuesta al paciente. Segun las bases de datos

consultadas, se trata de la muestra mas amplia de pacientes con EB en Espaiia.

MATERIAL Y METODOS

Se revisaron las historias clinicas de pacientes con diagndstico de EB
del Hospital General, Hospital Peset y Hospital La Fe, tres hospitales
universitarios de la ciudad de Valencia, diagnosticados desde 1990 hasta 2005.
De los 115 pacientes iniciales, 12 habian fallecido, 10 no cumplian criterios y
19 no seguian revisandose en sus respectivos hospitales. El grupo de estudio
estaba comprendido por 74 pacientes (40 varones y 34 mujeres, edad media de
44,9 + 12 anos). Todos los pacientes excepto uno cumplian los criterios del
Grupo Internacional para el diagnéstico de la EB '°. Dicho paciente no padecia
aftas orales pero tenia una combinacion suficiente de sintomas como para
diagnosticarlo de la enfermedad.

Se llevo a cabo una entrevista con los pacientes y se cumplimentaron
formularios especificamente disefiados para el estudio. Se obtuvo el
consentimiento informado de todos los pacientes y el Comité Etico del
Hospital dio su aprobacion para la realizacion del estudio.

Se registraron la edad, el sexo, el peso, la talla, la duracién de la
enfermedad, las manifestaciones clinicas, los indices de actividad y de
gravedad, asi como el tratamiento. Se investigd la presencia de los siguientes
factores de riesgo cardiovascular: obesidad (IMC mayor o igual a 30 kg/m?),
hipertension arterial (tension arterial mayor o igual a 140/90 mmHg o
tratamiento antihipertensivo), tabaquismo (mé&s de un cigarrillo/dia),
hiperlipemia (colesterol total mayor de 220 mg/dl, triglicéridos mayor de 175
mg/dl o tratamiento hipolipemiante) y diabetes mellitus (glucemia en ayunas

mayor de 126 mg/dl o tratamiento antidiabético).
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La actividad de la enfermedad se valord mediante el “Behcet’s Disease

Current Activity Form” '

, considerando los sintomas presentes durante el mes
previo a la entrevista.

Se clasific6 ademaés a los pacientes en funcion de la gravedad clinica de
la enfermedad, segiin las manifestaciones clinicas acumuladas, adjudicando 1
punto por cada sintoma leve (aftas, lesiones cutdneas, artralgias, cefalea
recurrente, sintomas gastrointestinales leves, dolor pleuritico, tromboflebitis
superficial), 2 puntos por cada sintoma moderado (artritis, trombosis venosa
profunda de miembros inferiores, uveitis anterior, sangrado gastrointestinal) y
3 puntos por cada sintoma grave (uveitis posterior, trombosis arterial o
aneurismas, trombosis de vena mayor —ej. cava-, neuro-Behcet, perforacion
intestinal). El indice de gravedad se obtuvo de la suma final de los diferentes

sintomas *'2.

Las lesiones dermatologicas fueron consideradas por un dermatdlogo
antes de incluirlas como caracteristicas de la EB. El test de patergia no se
realiz6 en la mayoria de pacientes, por lo que no se ha considerado en el
presente estudio.

La evaluacion ocular se llevo a cabo por los oftalmoélogos de cada
centro mediante lampara de hendidura y angiografia con fluoresceina.
Clasificamos la afectacion ocular como “afectacion ocular anterior” y
“afectacion ocular posterior”. La vasculitis de retina se incluyo en el grupo de
uveitis posteriores.

Se considero la presencia de artritis en aquellos casos en los que los
pacientes presentaban inflamacion dolorosa de la articulacion.

La afectacion del sistema nervioso central se incluyd como tal en los
casos en que los neurdlogos y/o los internistas de cada centro lo creyeron
conveniente. La cefalea en ausencia de otras manifestaciones neuroldgicas no
fue considerada como manifestacion de EB.

Dentro de los eventos vasculares, se incluyeron las trombosis venosas y
la patologia arterial. Dentro de los fendmenos tromboticos venosos, se
incluyeron las trombosis venosas profundas y las tromboflebitis superficiales.

Las trombosis venosas se confirmaron mediante ecografia doppler, venografia,
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tomografia axial computerizada o resonancia magnética, a excepcion de la
tromboflebitis, que fue evaluada clinicamente.

Todos los pacientes recibieron el tratamiento recomendado por sus
correspondientes facultativos, y asimismo se realizaron las pruebas

diagnosticas que los facultativos consideraron oportunas.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizd6 con el programa de
estadistica Stastistical Package for the Social Sciences (SPSS), version 9.0
para Windows. Los resultados de las variables cuantitativas se expresaron
como media + desviacion estandar. Los pacientes se agruparon en funcion del
sexo, comparando las diferencias de las variables dicotomicas entre ambos
grupos con el test de Chi-cuadrado. La comparacion entre los porcentajes de
las diferentes manifestaciones clinicas y los factores de riesgo cardiovascular
también se analizaron mediante el test de Chi-cuadrado. Un valor de p<0,05 se

considerd estadisticamente significativo.

RESULTADOS

El grupo de estudio estaba formado por 74 pacientes (40 varones y 34
mujeres, edad media 44,9 + 12 afios). La duracion media de la enfermedad fue
de 9,4 + 6,3 afios (rango 1 a 24 afios).

La Tabla 1 muestra la frecuencia de las diferentes manifestaciones
desarrolladas por los pacientes hasta el momento del estudio. Tal y como era
de esperar, la manifestacion mas frecuente fue la aparicion de aftas orales
(98,5%), seguida de la aparicion de aftas genitales (82,4%). La primera
manifestacion de la enfermedad para la mayoria de los pacientes fue la
aparicion de aftas orales, seguida de la aparicion de aftas genitales. Tras las
aftas genitales, las manifestaciones mas frecuentes fueron las lesiones cutaneas
(64,2%), seguidas de las manifestaciones oculares. El 42,5% de los pacientes
desarroll6 afectacion inflamatoria ocular (uveitis anterior y/o uveitis posterior),
siendo las uveitis posteriores las mas frecuentes. Dentro de las manifestaciones

dermatoldgicas, la pseudofoliculitis fue la mas frecuente (39,4%), seguida por
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el eritema nodoso (28,8%) y las lesiones papulo-pustulosas (12,1%). El 28,4%
de los pacientes con EB present6 afectacion vascular, con un claro predominio
de las manifestaciones venosas (21,6%) sobre las arteriales (4,1%).

Al comparar las diferentes manifestaciones clinicas entre hombres y
mujeres, Unicamente encontramos diferencias estadisticamente significativas
en las manifestaciones gastrointestinales, que fueron mas frecuentes en las
mujeres que en los hombres (36,6% vs. 5,4%; p=0,002). Destaca que tres
hombres padecieron ceguera total a causa de la enfermedad, frente a ninguna
mujer. En los hombres, la manifestacion vascular predominante fue la TVP,
mientras que en las mujeres fue la tromboflebitis.

No se encontrd ninguna asociacion entre las diferentes manifestaciones
clinicas en todo el grupo de pacientes con EB, ni en los subgrupos de hombres
y mujeres.

Se consideraron inactivos al 34 % de los pacientes. No hubo ningln
paciente con actividad clinica importante en el momento del estudio. En
cuanto al indice de gravedad de la enfermedad, la media de puntuacion fue de
6,69 + 3,1 (rango 2 a 16). No se encontraron diferencias significativas en la
actividad clinica en funcion del sexo. Asimismo, el indice de gravedad, no se
correlaciono con la edad en el momento del estudio, con la edad al debut de la
enfermedad, ni con el tiempo de evolucion de la misma.

Los tratamientos que los pacientes recibian en el momento de la
entrevista se indican en la Figura 1. Los mas utilizados fueron los corticoides,
aislados o asociados a inmunosupresores, y la colchicina.

En cuanto a la prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular, 24
pacientes (32,4%) eran fumadores, 15 eran hiperlipémicos (20,3%), 14 sufrian
hipertension arterial (19%), 10 pacientes (13,5%) se consideraron obesos y 7
diabéticos (9,5%), todos ellos de tipo 2. Cuando se clasificd a los pacientes en
base a que hubieran padecido o no eventos tromboéticos, no se observaron
diferencias en los porcentajes de pacientes hiperlipémicos (p=0,428),
hipertensos (p=0,250), obesos (p=0,621) y diabéticos (p=0,410), siendo el
porcentaje de fumadores significativamente mayor en los pacientes con EB sin

trombosis (p=0,016).
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Al clasificar a los pacientes en base a que hubieron padecido uveitis
posterior o no, tampoco se observaron diferencias en los porcentajes de
pacientes dislipémicos (p=1,000), hipertensos (p=0,532), obesos (p=0,717),
diabéticos (p=1,000) o fumadores (p=0,488).

DISCUSION

La EB es una vasculitis sistémica caracterizada por la presencia de aftas
orales, aftas genitales y lesiones cutaneas, que se acompafia de manifestaciones
oculares, vasculares, del SNC y gastrointestinales, entre otras. Se aprecia una
diferencia sustancial al comparar las manifestaciones clinicas de los pacientes
estudiados en la poblacion general con los pacientes de los archivos
hospitalarios. El primer grupo suele presentar aftas orales, aftas genitales y
manifestaciones cutaneas, mientras que los pacientes hospitalarios presentan
con mayor frecuencia afectacion ocular, vascular o del SNC '*'*. En el
presente estudio se han analizado los datos de tres hospitales de la
Comunidad Valenciana.

Durante los ultimos afios han sido publicados numerosos estudios
epidemioldgicos analizando la frecuencia de las diferentes manifestaciones
clinicas de la EB en diversos paises. En la Tabla 2 se indican los porcentajes
de las manifestaciones clinicas en los pacientes con EB procedentes de
distintas 4reas geogréficas: Italia *, Grecia "°, Turquia '°, Alemania '"y Japon
'8 Como se puede observar, las frecuencias de las diferentes manifestaciones
clinicas en el presente trabajo tienen gran similitud con el estudio italiano *, lo
que puede explicarse porque ambas son series de pacientes hospitalarios, y por
la proximidad geografica. Resulta interesante que en el estudio llevado a cabo
en pacientes griegos " y turcos '°, ambos realizados en pacientes hospitalarios,
la frecuencia de afectacion vascular ronda el 10%, y contrasta con los
resultados obtenidos en el presente trabajo (21,6%). Sin embargo, el 30% de
los pacientes con EB del estudio italiano * presentaron fenémenos tromboéticos,
un porcentaje mas similar al obtenido en el presente trabajo.

Son escasas las series publicadas en Espana. La edad al diagnodstico

encontrada en el presente trabajo es similar a la encontrada por Eiroa et al °
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(44,9 £ 12 anos vs. 45,6 £ 10,5 afios). Al comparar la frecuencia encontrada
para las diferentes manifestaciones clinicas con la de otros estudios realizados
en pacientes espafoles *’ (Tabla 3), se observan algunas diferencias. No se ha
podido introducir en la tabla comparativa los pacientes procedentes de
Noroeste de Espafia ’, puesto que los criterios de inclusion eran diferentes, al
haberse incluido en dicho estudio pacientes con criterios incompletos para la
EB.

Se ha encontrado en el presente estudio un claro predominio de las
manifestaciones vasculares venosas frente a las arteriales (Tabla 1). Los
resultados respecto a este punto obtenidos por los diferentes autores son
contradictorios, ya que, mientras algunos refieren un claro predominio de las

manifestaciones venosas frente a las arteriales '*2°

, Otros encuentran una mayor
frecuencia de manifestaciones arteriales *'. Demiroglu et al proponen que el
desarrollo de trombosis en pacientes con EB predice la afectacion ocular **; sin
embargo, en el presente estudio no se ha encontrado una asociacion entre
ambas manifestaciones. Tampoco se ha hallado una asociacion entre el
desarrollo de trombosis venosa profunda y la presencia de eritema nodoso o

». Sin embargo, es

pseudofoliculitis, tal y como refieren algunos autores
destacable que el 58,3% de los pacientes que presentaron trombosis venosa
profunda sufrié a lo largo de la enfermedad al menos un episodio de eritema
nodoso y el 44,4% desarrollo pseudofoliculitis.

Algunos autores han observado que los pacientes que desarrollaban
manifestaciones vasculares presentaban con mas frecuencia alteraciones
digestivas *°, asociacion que en el presente estudio no se ha podido corroborar.
Igualmente, a diferencia de otros autores >, no se ha encontrado que aquellos
pacientes que desarrollaron la enfermedad a una edad mas temprana tuvieran
una mayor gravedad de la misma, ni se ha observado una correlacion entre la
gravedad y la duracion de la enfermedad.

Al comparar la frecuencia de las manifestaciones clinicas en funcion
del sexo, se ha encontrado una mayor frecuencia de alteraciones digestivas en

las mujeres con EB. Estas diferencias no se han detectado en estudios previos.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en la
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frecuencia de aparicion de manifestaciones oculares; sin embargo, los cuadros
clinicos oculares mas graves ocurrieron en pacientes de sexo masculino; de
hecho, tres varones desarrollaron ceguera total a causa de su enfermedad,
mientras que ninguna mujer la desarrolldo. Del mismo modo, no se han
encontrado diferencias por sexo en la frecuencia de manifestaciones
vasculares, a diferencia de otros autores que encuentran que las
manifestaciones vasculares son entre 2,5 a 5 veces mas frecuentes en varones
que en mujeres .

En cuanto a la prevalencia de factores de riesgo cardiovascular,
comparando los datos obtenidos con la prevalencia de dichos factores en la
poblacion espafiola, (datos de la Encuesta Nacional de Salud de 1997 *%), se
observa que la proporcion de fumadores es similar a la de la poblacion general
e incluso algo inferior en nuestra serie (36 % frente a 32,4 %), posiblemente
porque se trate de ex-fumadores que abandonaron el habito tabaquico tras un
episodio trombotico.

La prevalencia de hipercolesterolemia, definida por un colesterol total
mayor o igual a 250 mg/dl, en la poblacion espaiiola en un metaanalisis
recientemente publicado fue del 23 % 2°, similar a las cifras obtenidas en
nuestro estudio (20,3 %), si bien hay que considerar los diferentes criterios
utilizados.

En cuanto a la hipertensién arterial, la prevalencia fue del 19%. Se ha
estimado que entre un 34,2 % y un 44 % de la poblacion espafiola de edad
media padece hipertension arterial, utilizando criterios similares a los
empleados en el presente trabajo *°. La proporcién de obesidad encontrada
(13,5%) también es similar a la de la poblacion espanola (14,5%),
considerando los datos del estudio SEEDO’00 *’ realizado en poblacion de 25-
60 anos en el periodo 1990-2000. La prevalencia de diabetes mellitus conocida
o ignorada es de alrededor del 6% en Espafia, frente al 9,5% en nuestra serie
¥ Estas diferencias podrian explicarse por el frecuente tratamiento corticoideo
de nuestros pacientes (el 61% recibian corticoides), puesto que en todos los

casos se trataba de una diabetes mellitus tipo 2.
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No se han observado diferencias al comparar el porcentaje de factores
de riesgo cardiovascular entre los pacientes con EB con y sin trombosis. Esto
puede explicarse por el hecho de que la mayor parte de eventos tromboticos
han afectado al area venosa, donde los factores de riesgo cardiovascular

clasicos juegan un papel controvertido *°.

En conclusion, la frecuencia de las manifestaciones clinicas encontrada
en los pacientes con EB en la Comunidad Valenciana ha sido similar a la
observada en otras provincias espafiolas, asi como en otras areas geograficas
(Turquia, Grecia, Alemania, Italia). Las mujeres con EB presentaron mas
alteraciones digestivas que los hombres con EB. Las manifestaciones
tromboticas y la uveitis posterior han afectado a hombres y mujeres en igual
proporcion, si bien la gravedad clinica ha sido mayor en los primeros.
Adicionalmente, la mayor parte de eventos tromboticos afectaron al area
venosa, constituyendo la presencia de eventos arteriales una rareza en la

presente serie.
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Tabla 1.

hombres y mujeres.

Comparacion de las manifestaciones clinicas de la EB entre

Manifestaciones clinicas Hombres Mujeres Todos p
Aftas Orales 97,3% (36/37) | 100% (31/31) 98,5%
Aftas Genitales 75,7% (28/37) | 90,3% (28/31) 82,4% 0,115
Aftas orales y/o genitales 100% (37/37) | 100% (31/31) 100% 1
Lesiones cutaneas 66,7% (24/36) | 61,3% (19/31) 64,2% 0,647
- Papulo-pustulosas 11,1% (4/36) | 13,3% (4/30) 12,1% 1
- Pseudofoliculitis 44,4% (16/36) | 33,3% (10/30) 39,4% 0,358
- Vasculitis 5,6% (2/36) | 10,0% (3/30) 7,6% 0,652
- Eritema nodoso 22,2% (8/36) | 36,7% (11/30) 28,8% 0,197
Lesiones oculares 35% (14/40) |51,5% (17/33) 42,5% 0,155
-Uveitis Anterior 22,5% (9/40) |30,3% (10/33) 26% 0,450
-Uveitis posterior 27,5% (11/40) | 30,3% (10/33) 28,8% 0,792
Manifestaciones vasculares 35% (14/40) | 20,6% (7/34) 28,4% 0,171
-TVP 30% (12/40) | 11,8 % (4/34) 21,6% 0,06
-Tromboflebitis 12,5% (5/40) | 17,6% (6/34) 14,9 % 0, 535
-TVP y/o tromboflebitis 32,5% (13/40) | 20,6% (7/34) 27% 0,250
-Arterial 2,5% (1/40) | 5,9% (2/34) 4,1% 0,591
Artritis 23,6% (9/38) | 25,8% (8/31) 23,2% 0,839
Fiebre 41,7% (15/36) | 36,7% (11/30) 39,4% 0,679
Neuro-Behcet 18,9% (7/37) | 13,8% (4/29) 16,7% 0,743
Manifestaciones 5,4% (2/37) |36,6% (11/30) 18,2% 0,002
gastrointestinales

p: frecuencia de manifestaciones clinica en hombres vs mujeres
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Tabla 2. Manifestaciones clinicas de la EB en diferentes paises.

Pais Turquia '°| Grecia " | Alemania '’ | Italia* | Japon ' Espafia
(ano) (2003) (2003) (1997) (2004) | (1993) (Serie
actual)
n 2313 82 89 137 3316 74
Aftas orales 100% 100% 99% 100% 98% 98,5%
Aftas genitales 88,1% 82,9% 74,5% 62,8% 73% 82,4%
Afectacion ocular | 29,1% 76,8% 58,9% 59,9% 69% 42,5%
Afectacion 7% 10,9% 25,1% 30,7% 9% 28,4%
vascular
Afectacion de 2,3% 19,5% 12,1% 17,5% 11% 16,7%
SNC

Resultados expresados en porcentaje de pacientes.
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Tabla 3. Comparacion con otras series espaiiolas.

Manifestaciones clinicas Baixauli ® Espinosa ° Serie actual
n=24 n=38 n=74
Aftas Orales 100% 100% 98,5%
Aftas Genitales 83% 66% 82,4%
Aftas orales y/o genitales 100% ND 100%
Lesiones cutaneas 42% 68% 64,2%
- Pseudofoliculitis 20,8% 34% 39,4%
- Eritema nodoso 8,3% 42% 28,8%
Lesiones oculares 54% 55% 42.,5%
- Uveitis posterior 12,5% 16% 28,8%
Neuro-Behcet 12% 13% 16,7%
TVP y/o tromboflebitis 12,5% 37% 28.4%

ND: datos no disponibles
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Figura 1. Tratamiento empleado en el momento del estudio.
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Datos expresados en porcentaje de pacientes.
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Summary

Behget’s disease (BD) is a chronic inflammatory disorder in which thrombosis
occurs in about 30% of patients. The prothrombotic mechanisms are unknown.
Thrombophilic defects and hyperhomocysteinaemia may be involved in the
pathogenesis of thrombotic events, although results have been controversial.
Moreover, no information is available on this issue for eastern Spain. We
studied the prevalence of inherited and acquired thrombophilic risk factors in
79 patients with BD (43 men, 36 women) who had (n = 23) or did not have (n
= 56) thrombosis, and in 84 healthy control subjects (42 men, 42 women). Risk
factors examined were antithrombin, protein C and protein S levels, factor V
Leiden, the prothrombin G20210A mutation, the methylenetetrahydrofolate
reductase C677T polymorphism, and acquired thrombophilic risk factors,
including anticardiolipin antibodies, lupus anticoagulant, and serum
homocysteine levels. There were no differences between patients and controls
in any of the parameters studied. When we studied BD patients with and
without thrombotic events, the only thrombophilic defect that differed was the
prothrombin G20210A mutation: Three of 23 patients with thrombosis were
carriers, compared with none of 56 patients without thrombosis (p = 0.022).
Two of the three carriers developed catastrophic or recurrent thrombotic
episodes; one was a homozygous carrier of the G20210A prothrombin
mutation and the other was doubly heterozygous for the G20210A
prothrombin mutation and factor V Leiden. A meta-analysis demonstrated an
association of factor V Leiden and prothrombin mutation with thrombosis in
BD. When studies from Turkey were excluded from the meta-analysis, only

the prothrombin G20210A mutation was associated with thrombosis.

Keywords: Behget’s disease, hyperhomocysteinaemia, thrombophilic risk

factors, thrombosis, meta-analysis.
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Introduction

Behget’s disease (BD) is a chronic systemic vasculitis characterized by
recurrent oral and genital ulcers and uveitis (1). In BD, 25%-30% of patients
develop venous or arterial thrombotic events of unknown aetiology (2, 3).
Superficial thrombophlebitis and involvement of the deep veins of the
extremities are the most common vascular lesions (2).

Vasculitis underlies the thrombotic tendency in BD, but it is unclear
why some patients present with thrombosis and others do not. Impaired
coagulation (4-9), defective fibrinolisis and endothelial injury or dysfunction
(10), as well as rheological changes (11) have all been proposed as
contributors.

Regarding hypercoagulability, the role played by deficiencies in natural
anticoagulants such as antithrombin (AT), protein C, and protein S, as well as
anticardiolipin antibodies (ACAs) and lupus anticoagulant (LA), have been
suggested to contribute to thrombosis in BD, although results have been
conflicting (12,13) and little information is available about this issue in Spain
(14). Data are also conflicting regarding the role played by the most prevalent
thrombophilic defects in the development of thrombotic events, such as factor
V (FV) Leiden and the prothrombin G20210A (PTG20210A) mutation. Some
authors have found that FV Leiden increases thrombotic risk in patients with
BD (9,15-17), as does the PTG20210A mutation (16), whereas other authors
found no association between thrombotic events and FV Leiden (3,4,14,18-21)
or the PTG20210A mutation (3,4,9,14,18-20).

The possible association between homozygosity for the C677T
polymorphism of the methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene and
thrombotic events has been scarcely investigated in BD (3,14,18,22).
Moreover, whether hyperhomocysteinaemia in BD is largely due to the
presence of this mutation (23), with the aforementioned thrombotic
manifestations, is debatable (3,8,22,24-27). To our knowledge, there have been
only four studies of patients with BD that examined whether the C677T
polymorphism of the MTHFR gene is a thrombotic risk factor (3,14,22,18).

However, only two of these (3,22) simultaneously determined plasma
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homocysteine levels. They found no association between these factors,
possibly because the elevation of plasma homocysteine levels is also caused by
nutritional deficiencies in folate, vitamin B;,, or vitamin B4, which are
involved in homocysteine metabolism (28).

The aim of this study was to determine the prevalence of inherited
thrombophilic risk factors, including AT, protein C, protein S, FV Leiden, the
PTG20210A mutation, and the homozygous MTHFR 677TT mutation, and
acquired risk factors such as ACAs, LA, and serum homocysteine in patients
with BD and in a control group; to evaluate the possible association of these
thrombophilic defects and serum homocysteine levels with thrombotic events
in patients with BD, and to conduct a meta-analysis of studies on the FV
Leiden, the PTG2021A mutation and the homozygous 677TT mutation and

venous thrombosis in BD.

Methods

Patients and controls

Records of patients with BD recruited from La Fe, General, and Peset
University Hospitals in Valencia between 1990 and 2005 were reviewed. From
the initial cohort of 115 patients, 12 patients had died, 10 did not meet the
inclusion criteria, and 14 were lost to follow-up. Therefore, the patient group
comprised 79 patients with BD (43 men and 36 women, aged 45 £ 12 years).
All patients fulfilled three or more of the International Study Group criteria for
the diagnosis of BD (29). Patients were interviewed and a detailed history was
taken. The mean duration of the disease was 9.4 £ 6.3 years (range 1-24 years).
Age, sex, body mass index (BMI), disease duration, symptoms, drugs, and past
thrombotic events were recorded. Based on their histories and medical records,
patients were categorized into those with a history of venous or arterial
thrombosis and those with no such history. No subjects were taking drugs that
could interfere with the metabolism of vitamin B, or folic acid, or vitamin
supplements, when sampled. Sixteen patients were taking corticosteroids, six

immunosuppressives, 14 corticosteroids and immunosuppressives, 12
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colchicine, and 30 patients were taking no drugs. None of the patients had
malignancies, or renal or hepatic dysfunction.

Of these 79 patients, 22 had suffered deep vein thrombosis and/or
phlebitis, and two had also suffered angina pectoris and ischaemic stroke. One
patient had suffered an ischaemic stroke but no thrombosis of the venous
system. All thrombotic events had been assessed clinically and were confirmed
using objective methods (Doppler ultrasonography, venography, computed
tomography, or magnetic resonance imaging). Sampling took place at least six
months after any thrombotic event, to avoid the reactant phase. The mean time
elapsed since the thrombotic events was 6.4 + 4.1 years (range 1-11 years).
Three patients were taking oral anticoagulants for recurrent deep vein
thrombosis. They had been previously referred to our unit for a thrombophilia
work-up. Therefore, only biochemical tests were performed in these patients.
When sampled, the patients were not in an active phase of the disease, or
displayed only minimum activity (mild aphtosis and/or arthralgia).

The control group comprised 84 healthy subjects (42 men and 42
women, aged 43 + 11 years) from the staff at La Fe University Hospital or
outpatients from the Dermatology Clinic at La Fe University Hospital with
minimal dermatological problems, such as seborrheic keratosis, warts, or
pityriasis versicolor. As we knew in advantage sex and age of BD patients,
consecutive control individuals from the above mentioned sources were
recruited to match with BD patients. In these subjects, the absence of previous
thrombotic events was confirmed with Frezzato’s (30) validated questionnaire.

Controls and patients were from the same geographical area (eastern
Spain), were all Caucasians, and sampling and analytical tests were performed
at the same time. Informed consent was obtained from all the participants, and
the Ethics Committee of our hospital approved the study. Given the influence
of cardiovascular risk factors on serum homocysteine levels, these factors were
recorded for both groups. Subjects were considered to have a cardiovascular
risk factor if they were obese (BMI > 30 kg/m?), were smokers (> 1
cigarette/day), or if they had hypertension (diastolic blood pressure > 90
mmHg), hyperlipidaemia (total cholesterol > 220 mg/dl or triglycerides > 175
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mg/dl), fasting glucose concentration > 126 mg/dl, or in receipt of
pharmacological treatment for hypertension, hyperlipidaemia, or diabetes.

Blood collection

Blood was collected from the antecubital vein with minimum stasis
between 08:00 and 10:00 after 12 h fasting, into vacuum tubes with 0.129
trisodium citrate as anticoagulant. Samples were centrifuged at 1500 x g for 15
min to obtain platelet-poor plasma, which was stored in aliquots at -70 °C until
tested. Dry tubes were used to collect samples for biochemical analysis, and
K3EDTA tubes were used for samples for DNA studies.

Laboratory methods

AT antigen was measured by radial immunodiffusion using a
monospecific antiserum to human AT (Behringwerke AG, Marburg,
Germany). Anti-Xa activity was measured in the presence of heparin using the
Coamatic Antithrombin Kit (Chromogenix AB, Mdlndal, Sweden). Protein C
activity was determined with Coamate PC (Chromogenix AB). A one-step
enzyme immunoassay (Diagnostica Stago, Asnieres, France) was used to
measure total protein S and free protein S. The IL Test™ (Instrumentation
Laboratory, Milano, Italy) was used to assess functional protein S. The assay
for LA was performed according to the criteria proposed by the Subcommittee
for Lupus Anticoagulants of the International Society on Thrombosis and
Haemostatis (ISTH, 1995). The ACA titre and IgG and IgM isotypes were
analysed using enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs; Cheshire
Diagnostic Ltd, Chester, UK). Those subjects with ACA titres above 3SD from
the upper normal limit were considered positive (IgG>25GPL or
[gM>20MPL).

DNA was extracted from whole blood samples using the Genomic
Purification System (Promega, Madison, USA) following the manufacturer’s
protocol. The FV Leiden mutation was detected using polymerase chain
reaction (PCR) and restriction analysis of a fragment of FV Leiden DNA (31).
The PTG20210A gene variant was detected as reported (32). Based upon the
method described by Skibola et al. (33), a 198-bp genomic DNA fragment of
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exon 4 of the MTHFR gene was amplified by PCR and genotyped using Hinfl
restriction enzyme digestion.

Serum homocysteine levels were determined by fluorescence
polarization immunoassay (FPIA), and folic acid and vitamin B, levels by
chemiluminescence (Abbott Laboratories, USA). Total cholesterol,
triglycerides and glucose were determined by enzymatic techniques and
creatinine by a colorimetric technique in a DAX 72 autoanalyser (Bayer
Diagnostics, Tarrytown, NY, USA).

Statistical analysis

All continuous variables were evaluated for normality of distribution.
Glucose and homocysteine distributions were markedly skewed and these data
were logarithmically transformed before statistical analysis. Student’s t tests
for independent groups were used to compare differences in age, BMI,
glucose, lipids, and homocysteine concentrations between patients and controls
and between BD patients with and without thrombosis. Two standard
deviations (SD) above the mean serum homocysteine concentration in the
healthy control group (15 pmol/l) was taken as the cut-off value used to
classify subjects as having hyperhomocysteinaemia. The Fisher’s exact test
was used to evaluate differences in the percentage of carriers with inherited
(AT, protein C, protein S, FV Leiden, PTG20210A mutation, and homozygous
MTHFR C677T polymorphism) or acquired (ACAs, LA, serum homocysteine
>15 pmol/l) thrombophilic risk factors between patients and controls or
between BD patients with and without thrombosis. A chi-squared test was
conducted to evaluate differences in percentage in the other dichotomic
variables. Multivariate stepwise logistic regression was used to estimate the
odds ratio for the occurrence of thrombosis associated with potential risk
factors in subjects with BD. The data are expressed as means + one SD. A
bilateral P value of less than 0.05 was considered statistically significant. All
analyses were performed with the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS, version 10) for Windows.

Data sources and statistics for meta-analysis
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In addition to our original work, we have carried out a meta-analysis
(34) with the inclusion of forest plots for the most prevalent risk factors (FV
Leiden, PTG20210A mutation, and the MTHFR C677T polymorphism).
Eligible studies for the meta-analyses were identified by searching the
electronic literature (MEDLINE and PubMed) for reports analysing the
association between these factors and BD published between 1990 and
October 2005. We extracted individual risk estimates and standard errors from
each study, and then we combined these estimates using a random effects
model. For the pooled OR we used the DerSimonian and Laird’s random effect
model (34). Study results, their relative size, precision, pattern of effects and
degree of heterogeneity, were explored visually using forest plots, in which the
confidence interval for each study is represented by a horizontal line and the
point estimate (OR) is represented by a square. The size of the square
corresponds to the relative size of the study in the meta-analysis. The
confidence interval for totals is represented by a diamond shape (StatsDirect,
version 2.2.0, Cambridge, UK). A statistical test of heterogeneity was also
calculated, estimating a Q statistic, which follows a Chi-square distribution
with degrees of freedom of n-1, n being the number of studies included in the
corresponding analysis. A two-tailed P value<0.05 for this statistic parameter
indicates the presence of heterogeneity, which somewhat compromises the
validity of the pooled estimates. Then we analysed two sub-groups to prevent

heterogeneity.

Results

Table 1 shows the general characteristics of the study participants. No
differences in age, gender, or BMI were observed between patients and
controls. The only biochemical parameter significantly higher in patients than
in controls was serum triglyceride level (P = 0.003). No differences in glucose,
total cholesterol, serum homocysteine, folic acid, or vitamin B;, were
observed. In controls, men had higher homocysteine levels than women: 11.32
+2.39 vs 8.98 £ 2.79, respectively (P < 0.01). There was no difference by age
(P =0.933; data not shown).
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The prevalence of hyperhomocysteinaemia did not differ between
patients and controls (P = 0.302).

No subjects showed a deficiency in AT, protein C, or protein S. Only
one patient presented with LA. There were no differences between patients and
controls in the prevalence of FV Leiden, the PTG20210A mutation, or
homozygous carriers of the MTHFR C677T polymorphism (Table 1).

Patients had a higher percentage of cardiovascular risk factors such as
hyperlipidaemia (P = 0.003), hypertension (P = 0.047), and diabetes (P =
0.015) than controls, whereas no differences were observed in the percentage
of smokers (P = 0.828) or obesity (P =0.156).

We also analysed the differences in the above factors in patients with
BD with and without thrombosis. Table 2 shows the results of these
comparisons. Among BD patients, no differences in age, or BMI were
observed between those with and without thrombosis, but the risk of
thrombosis tended to be higher in men than in women. Similarly, the
biochemical parameters analysed did not differ between these groups. In both
groups, men had higher homocysteine levels than women (13.41 + 7.62 vs
9.30 £ 2.68, respectively; P = 0.003), but there were no differences by age (P =
0.182; data not shown). No difference in hyperhomocysteinaemia was
observed between BD patients with and without thrombosis (P = 1.000).

No differences in AT, protein C, protein S, LA, or ACAs were observed
between patients with and without thrombosis, nor in the prevalence of FV
Leiden (Table 2). Three of the 23 BD patients with thrombosis were carriers of
the PTG20210A mutation, whereas none of the 56 patients without thrombosis
were carriers. In one of the carriers, the mutation was homozygous and in the
other it was associated with FV Leiden (double heterozygosity). There was no
difference in the prevalence of the homozygous MTHFR C677T
polymorphism in patients with and without thrombosis.

There was no association between the homozygous MTHFR C677T
polymorphism and hyperhomocysteinaemia in either the controls or patients.

Of the 14 control subjects with the MTHFR 677TT genotype, only two had
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hyperhomocysteinaemia (P = 0.213); and of the 11 BD patients carrying the
MTHEFR 677TT genotype, only two had hyperhomocysteinaemia (P = 0.608).

When BD patients with and without thrombosis were compared, no
differences were observed in the percentage of hyperlipidaemia (P = 0.538),
hypertension (P = 0.350), obesity (P = 0.719), or diabetes (P = 0.426). The
percentage of smokers was higher in BD patients without thrombosis (P =
0.016).

The Pearson bivariate test showed a positive correlation between
homocysteine and both total cholesterol (r = 0.196) and triglycerides (r =
0.250) (P < 0.05), and with creatinine (r = 0.424; P < 0.01), and a negative
correlation between homocysteine and folic acid (r = —0.377) and vitamin B,
(r=-0.281) (P <0.01).

As several studies have already addressed the issue of the association
between thrombophilic risk factors and thrombosis in BD, we performed a
meta-analysis as indicated in Methods, to assess the influence of FV Leiden,
PTG20210A mutation and MTHFR 677TT mutation on thrombotic risk in BD
patients. We found statistically significant heterogeneity between studies from
Turkey, as compared with other studies, when we estimated the risk associated
with FV Leiden (P<0.05 for Q statistics). Thus, we analysed two sub-groups
(Turkish origin and non-Turkish). Although no statistically significant
heterogeneity (P>0.05) was found for PTG20210A and MTHFR 677TT
variations, we also present the forest plot stratified for the Turkish origin to
compare results. Figure 1 shows the results obtained. Overall, in the pooled
analysis, FV Leiden was associated with a 230% (OR 2.3; 95% CI 1.5-3.5)
higher risk of thrombosis in BD patients. However, no homogeneity was
observed between studies. Thus, In Turkish studies, FV Leiden was
significantly associated with a 320% (OR 3.2; 95% CI 1.8-5.8) increased
thrombotic risk, whereas in studies carried out elsewhere the mutation did not
influence the risk (OR 1.2; 95% CI 0.6-2.3) (Figure 1A). With respect to the
PTG20210A mutation, it was almost significantly associated with a higher
thrombotic risk in Turkish studies (OR 2.5; 95% CI 1.0-6.5) whereas it

significantly increased the risk of thrombosis in studies performed elsewhere
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(OR 2.8; 95% CI 1.1-7.2). As no statistically significant heterogeneity was
found, in the pooled analysis, the PTG20210A mutation significantly increased
the risk of thrombosis in BD patients (OR 2.7; 95% CI 1.4-5.2) (Figure 1B).
The presence of the MTHFR 677TT genotype was not associated with an
increased risk of thrombosis in overall or in any of the subgroups studied

(Figure 1C).

Discussion

Like most earlier studies (12,35,36), we found normal values for protein
C, protein S, and AT activity in patients with BD. Only a few cases of BD with
venous thrombosis and protein C or protein S deficiency have been reported
(6). None of these studies, including ours, could demonstrate an association
between a deficiency in these physiological anticoagulant inhibitors and
thrombotic events in patients with BD (12,14,35,36). Therefore, congenital
deficiencies in these thrombophilic factors seem to have a minor, if any, role in
the pathobiology of thrombosis in BD patients.
Most (13,35) but not all studies (37) have reported no correlation between
ACAs and LA antibodies and thrombosis in BD patients. In the present study,
the prevalence of ACAs and LA in BD patients did not differ from that in
controls. Therefore, these acquired thrombophilic defects seem to play no role
in the development of thrombotic events in BD.

Although no significant, we observed that men with BD tended to show
a higher thrombotic risk than women. This is in agreement with previous
reports (4,18,38).

One of the most controversial issues regarding thrombotic tendencies in
BD is the role played by the most prevalent procoagulant mutations, such as
FV Leiden, the PTG20210A mutation, and the homozygous MTHFR 677TT
mutation. Previous reports of an association between FV Leiden and
thrombotic events in BD have shown contradictory results, possibly related to
the different populations studied with studies favouring (7,9,15-17,24,39) or
opposing (3,4,8,14,18-21,35) These discrepancies may have arisen because

patients included in some studies (9,15-17,24,39) were of Turkish origin,

131



where the prevalence of these mutations is high (4,9,15-17). Furthermore, in
some studies that supported an association, the number of patients with
thrombosis was small (7,17,24,39). Some studies have determined activated
protein C (APC) resistance, but not the genetic mutation, so some cases of
APC resistance could be acquired (24,39). In our study, the prevalence of FV
Leiden in BD was not higher than that in controls, nor did it differ between
patients with and without thrombosis. Therefore, FV Leiden does not seem to
increase the thrombotic risk in the present series, consistent with most research
in our geographical area (14,19,20), as well as in Israel (3).

The PTG20210A mutation has also been investigated in BD patients,
with conflicting results regarding thrombotic events. Gul et al. (16) studied this
mutation in 64 BD patients, 32% of whom had suffered deep vein thrombosis
of the lower extremities. They reported a heterozygous PT20210A mutation in
31.3% of BD patients with thrombosis and in 3.1% of BD patients without
thrombosis, indicating that the mutation increases the risk of thrombosis 14-
fold. However, other authors found no such association (3,4,9,14,18,20). In the
present study, 3 (13%) of BD patients with thrombosis were carriers of the
PTG210A mutation, whereas no carrier was found among the BD patients
without thrombosis (OR 19.3, 0.9-390.1). The PTG20210A mutation is the
most frequent genetic prothrombotic defect in Spain (40), with a prevalence of
4%—5% in eastern Spain (41), which may partly explain this association.

In the present study, the prevalence of the homozygous MTHFR 677TT
genotype was not significantly higher in BD patients (14%) than in controls
(17%), or higher in BD patients with thrombosis (18%) than in those without
thrombosis (13%). The prevalence in controls (17%) is consistent with the
finding of a previous study in our geographical area (15.5%) (42). Only four
other studies have determined this polymorphism in BD patients (3,14,18,22),
and they also found no association between this mutation and thrombotic
events in BD patients. Therefore, this polymorphism does not seem to increase
thrombotic risk in BD patients. However, whether hyperhomocysteinaemia is a
prothrombotic factor in BD remains a highly controversial issue. Levels of

homocysteine depend partly on the MTHFR 677TT genotype (23), and on the

132



effects of environmental factors, primarily folic acid and vitamin By, levels,
deficits in which increase plasma homocysteine levels (43).

Like other authors (3,26,27), we found no difference in the levels of
homocysteine in patients with and without thrombosis. However, most studies
carried out in Turkey reported higher levels of homocysteine in patients with
thrombosis than in those without (22,24,25), as Lee et al. also reported in
Koreans (8). Furthermore, a large proportion of the patients in these studies
were in the active phase of the disease (22,25,27), which can also increase
homocysteine levels (8). Interestingly, Lee et al. (8) found higher
homocysteine levels in BD patients with active disease than in those who had
suffered thrombotic events. Our patients were not in the active phase of the
disease or displayed minimum activity when sampled, and this may account in
part for the discrepancies.

On the other hand, not all the studies that reported higher homocysteine
levels in BD patients with thrombosis had made the appropriate adjustments
for all those factors that can influence homocysteine levels, such as diabetes
(44), hyperlipidaemia (45), tobacco (28), folic acid, and vitamin By, (44).
Given that the Mediterranean diet is rich in folic acid and vitamin B,,, we
found no differences in the levels of these nutrients in patients and controls or
in BD patients with and without thrombosis. Another important factor is the
time elapsed since the last thrombotic event, which varies within several
studies and may also account for discrepancies (26). Lastly, in those studies in
which an association was found between hyperhomocysteinaemia and
thrombosis, the number of patients with thrombosis were too small to draw the
conclusion that hyperhomocysteinaemia constitutes an independent thrombotic
risk factor (8,22,24).

The meta-analysis performed in the present study demonstrated an
association between the presence of FV Leiden and thrombosis in BD patients
that may be attributed to the Turkish studies, since the studies performed
elsewhere did not show a significant association between the presence of FV
Leiden and thrombosis in BD. On the contrary, in overall studies the

PTG20210 mutation was associated with an increased thrombotic risk that was
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not significant in Turkish population. Finally, the MTHFR 677TT genotype
did not increase the risk of thrombosis in BD.

In conclusion, the results obtained in the present study, regarding
thrombotic risk associated with the most frequent thrombophilic defects in BD,
agree with those obtained in the meta-analysis when the Turkish studies were
excluded, therefore establishing the PTG20210A mutation as a thrombotic risk
factor for BD patients.
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Table 1. Age, gender, BMI, biochemical parameters, and thrombophilic defects in

patients with BD and in the control group.

Variable BD patients Control group P OR
(n=179) (n=284) (95% CI)

Age (years) 45+ 12 43+11 0330 -
Gender (m:f) 43:36 42:42 0.517 -
Body mass index (kg/m?) 26+ 4.4 25+34 0364 -
Glucose (mg/dl) 95+ 18 98 + 14 0.109 -
Total cholesterol (mg/dl) 213 +38 209 £ 33 0.536 -
Triglycerides (mg/dl) 132 £ 67 102 £ 58 0.003 -
Homocysteine (umol/l) 11.5t6.2 102+24 0.112 -
Creatinine (mg/dl) 096+0.18 093+0.15 0.307 -

Folic acid (ng/ml) 7.2+3.6 6.9+29 0.504 -
Vitamin By, (pg/ml) 459 +£ 159 458 +173  0.962 -
Homocysteine >15 pumol/l (%) 8/77 (10%)  5/84 (6%)  0.302 -

AT, proteins C or S deficiency (%) 0/79 (0%) 0/84 (0%) — -

LA (%) 1/79 (1%) 0/84 (0%)  0.975 0.1(0.0-1.1)
ACA (%) 0/79 0/84 1.000 -
Heterozygous FV Leiden (%)* 3/79 (4%) 3/84 (4%) 1.000 1.1(0.2-5.4)
Heterozygous PTG20210A (%)* 3/79 (4%) 4/84 (5%)  1.000 0.8 (0.2-3.6)
MTHFR 677TT (%)% 11/77 (14%) 14/84 (17%) 0.828 0.8 (0.3-2.0)

*One patient was double heterozygous for FV Leiden and PTG20210A and

one patient was homozygous for PTG20210A.

“The MTHFR C677T polymorphism was not determined in two patients.
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Table 2. Age, gender, BMI, biochemical parameters, and thrombophilic

defects in BD patients with and without thrombosis.

Variable BD with BD without P OR (95% CI)

thrombosis thrombosis

(n=23) (n=56)

Age (years) 48 + 13 44+ 12 0.142 -
Gender (m:f) 15:8 28:28 0.197 -
Body mass index (kg/m?) 26+4.2 26 +4.6 0.787 -
Glucose (mg/dl) 94 + 16 96 £ 19 0.498 -
Total cholesterol (mg/dl) 213 £ 49 241 + 34 0.946 -
Triglycerides (mg/dl) 129 £ 61 134 £34 0.946 -
Homocysteine (umol/l) 12.7+8.5 11.1£5.0 0.302 -
Creatinine (mg/dl) 0.98 +0.19 096+0.18 0.582 -
Folic acid (ng/ml) 7.8+4.2 7.1£3.3 0.470 -
Vitamin By, (pg/ml) 488 + 143 448 + 167 0.351 -
Homocysteine > 15 2/23 (9%) 6/54 (11%) 1.000 -
umol/1 (%)
AT, proteins C or S 0/23 (0%) 0/56 (0%) — -
deficiency(%)
LA (%) 1/23 (4%) 0/56 (0%) 0.643 7.5(0.3-192.1)
ACA (%) 0/23 0/56 1.000 -
Heterozygous FV Leiden 1/23 (4%) 2/56 (4%) 1.000  1.2(0.1-14.2)
(%0)*
Heterozygous 3/23 (13%) 0/56 (0%) 0.022 19.3 (0.9-
PTG20210A (%)* 390.1)
MTHFR 677TT (%)% 4/22 (18%) 7/55 (13%)  0.719 1.5 (0.4-5.8)

*One patient was double heterozygous for FV Leiden and PTG20210A and

one patient was homozygous for PTG20210A.

“The MTHFR C677T polymorphism was not determined in two patients.
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Figure 1. Forest plot for meta-analysis of effect of factor V Leiden (A),
prothrombin G20210A (B) and methylenetetrahydrofolate reductase 677TT (C)

mutations on the thrombotic risk in patients with Behget’s disease.
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IV. DISCUSION
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Uno de los objetivos del presente trabajo doctoral ha sido conocer las
caracteristicas clinicas de los pacientes con EB en la Comunidad

Valenciana, especialmente las manifestaciones cutaneas y tromboticas.

La EB es una vasculitis sistémica caracterizada por la presencia de aftas
orales, aftas genitales y lesiones cutdneas, que se acompaiian de

manifestaciones oculares, vasculares, del SNC y gastrointestinales, entre otras.

Uno de los objetivos primordiales del presente trabajo doctoral ha sido
la evaluacion de las manifestaciones clinicas de la EB en el area geografica de
la Comunidad Valenciana, comparando la frecuencia de las mismas con las de
otras areas geograficas de Espafia y con otros paises de la Ruta de la Seda.
Para realizar una comparacion adecuada, es importante especificar la
procedencia de los pacientes analizados, puesto que se aprecia una diferencia
sustancial al comparar las manifestaciones clinicas de los pacientes estudiados
en la poblacion general con los pacientes procedentes de los archivos
hospitalarios. El primer grupo suele presentar aftas orales, aftas genitales y
manifestaciones cutaneas, mientras que los pacientes hospitalarios presentan

con mayor frecuencia afectacion ocular, vascular o del SNC (263; 264).

Al comparar las manifestaciones clinicas de los pacientes de nuestra
area geografica (Comunidad Valenciana) con las otras areas geograficas, como
Italia (265), Grecia (266), Turquia (267), Alemania (4) y Japon (3), hemos
encontrado gran similitud con las manifestaciones clinicas de los trabajos
italianos (265), probablemente por tratarse de un area geografica proxima a la
nuestra y porque los pacientes en dicho estudio se obtuvieron de un medio
hospitalario. La frecuencia de manifestaciones vasculares en nuestro trabajo ha
sido del 28%, similar a la obtenida en el estudio italiano (265), existiendo
diferencias con los estudios llevados a cabo en Grecia (266) y Turquia (267).
Sin embargo, esto no es de extrafiar, ya que tras revisar los trabajos publicados
acerca de las manifestaciones vasculares en la EB, destaca una gran

heterogeneidad de las mismas en las diferentes areas geograficas.
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Hemos prestado especial atencion a la variabilidad intraterritorial de las
manifestaciones clinicas en los pacientes con EB. Son escasas las series
publicadas en la literatura valorando las manifestaciones clinicas de los
pacientes con EB en Espafia. La edad al diagndstico encontrada en nuestro
trabajo es 44,9 + 12 afios, similar a la encontrada por Eiroa y cols (268): 45,6 +
10,5 afos. Al comparar la frecuencia encontrada para las diferentes
manifestaciones clinicas con la de otros estudios (6; 7), s6lo se observan
algunas diferencias sutiles. Por tanto, podemos concluir que los pacientes con
EB estudiados en La Coruiia (5), Catalufia (7) y la Comunidad Valenciana (6)
presentan manifestaciones clinicas similares. Sin embargo, consideramos que
el numero de pacientes incluidos en estos estudios es insuficiente y que
deberiamos aunar esfuerzos para obtener una base de datos de pacientes con
EB de caracter nacional. Esta nos proporcionaria una informacién lo
suficientemente amplia como para realizar estudios con suficiente poder
estadistico. La prevalencia en Espana de la EB es muy baja, de 5,6 casos por
100.000 habitantes (268), comparada con la de otros paises como Turquia (420
casos por 100.000 habitantes), lo que confiere una gran dificultad para la
obtencion de pacientes. Por este motivo, resulta muy dificil la realizacion de
estudios prospectivos. Del mismo modo, no en todos los estudios publicados
los pacientes cumplen criterios de EB (5), lo que dificulta en gran medida la
evaluacion y comparacion de los resultados obtenidos, siendo recomendable
incluir exclusivamente aquellos pacientes que cumplan criterios de EB, aunque

la serie de pacientes sea menor.

Respecto a las manifestaciones vasculares en la EB, los diferentes
estudios muestran datos discordantes respecto a la frecuencia de las
manifestaciones venosas y arteriales. Mientras algunos autores refieren un
claro predominio de las manifestaciones venosas frente a las arteriales (3; 27),
otros encuentran una mayor frecuencia de afectacion arterial (34). Es
destacable que la presencia de manifestaciones arteriales en nuestro estudio fue

de 4,1%, siendo de las mas bajas referidas en la literatura, con un claro
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predominio de las manifestaciones venosas frente a las arteriales, en linea con
la mayoria de autores. Hay que destacar en dos pacientes la localizacion
trombdtica venosa inusual y la gravedad del cuadro clinico, afectando la vena
cava, auricula y ventriculo derecho en un caso, y los senos venosos cerebrales

sagital, transverso y sigmoide en el otro paciente.

Muchos autores han analizado la existencia de asociaciones entre
diferentes manifestaciones clinicas, buscando asi factores predictores de la
evolucion de la enfermedad. Asi, Demiroglu y cols (41) proponen que el
desarrollo de trombosis en pacientes con EB predice la afectacion ocular,
Hamza y cols (40) afirman que el desarrollo de TVP se asocia a la presencia de
eritema nodoso o pseudofoliculitis, y Tohme y cols (30) concluyen que los
pacientes que desarrollan manifestaciones vasculares presentan con mas
frecuencia alteraciones digestivas. En nuestro estudio, no hemos podido
encontrar ninguna de las citadas asociaciones, quiza debido a que el tamafo

muestral no era suficiente.

La EB es mas frecuente en el sexo femenino en paises como los Estados
Unidos, Corea y Brasil (270-272), mientras que en Asia, Medio Este, y en los
paises del la cuenca del Mediterranco, es mas frecuente en el sexo masculino
(3; 273-275). En nuestro pais, el estudio realizado por Eiroa y cols (268)
refiere una mayor prevalencia de la EB en el sexo masculino. Los factores
pronosticos mas importantes de la EB son la afectacion ocular y del SNC. Las
causas principales de mortalidad son la afectacion cardiovascular, pulmonar y
gastrointestinal (47). En diferentes trabajos publicados, el sexo masculino
presenta una mayor prevalencia de afectacion ocular, de SNC, pulmonar, de
TVP, tromboflebitis y test de patergia positivo. Teniendo en cuenta estos
resultados, es de esperar que los pacientes varones tengan un curso mas grave
de la enfermedad (48). Ciertos autores han propuesto que las mujeres
desarrollan con mas frecuencia que los varones aftas genitales (48; 277) y
eritema nodoso (278; 279), mientras que los varones desarrollan con mayor

frecuencia que las mujeres lesiones papulo-pustulosas (277), tromboflebitis
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(277-279), TVP (276, 278), afectacion ocular (41; 278), neuro-Behcet (47,
280; 281) y afectacion pulmonar (282).

En nuestra serie de pacientes, no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre sexos en ninguna de las manifestaciones
cutaneas, probablemente a causa del tamafio de la muestra. La unica diferencia
que encontramos entre sexos fue la presencia de manifestaciones
gastrointestinales mas frecuentes en el sexo femenino (p<0,002). En este
sentido, los diversos trabajos publicados no han observado diferencias entre
ambos sexos (279; 283). No hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en la frecuencia de manifestaciones oculares ni trombdticas. Sin
embargo, los cuadros clinicos oculares y trombdticos mas graves ocurrieron en
pacientes de sexo masculino; de hecho, tres varones desarrollaron ceguera total

a causa de su enfermedad, mientras que ninguna mujer la desarrollo.

En ningun trabajo se ha evaluado sistematicamente la prevalencia de los
factores de riesgo cardiovascular en la EB, por lo que consideramos que podria
tener interés dada la asociacion de los factores de riesgo cardiovascular con la
trombosis arterial, y posiblemente de algin factor de riesgo cardiovascular
como obesidad o hiperlipemia con la TVP (284; 285). Al comparar a los
pacientes con EB que habian padecido trombosis con aquellos que no la habian
padecido, no se observaron diferencias en el porcentaje de diabetes,
hipertension arterial o hiperlipemia. Esto sugiere que los factores de riesgo
cardiovascular clasicos no parecen estar implicados en la patogenia de los
eventos tromboticos en la EB, siendo este hecho congruente con que la mayor
parte de eventos trombdticos en la presente serie han afectado al area venosa,

donde el papel patogénico de estos factores es discutible (286).

Por lo tanto, respecto a las manifestaciones clinicas de la EB en
nuestros pacientes, hemos observado que la frecuencia de éstas ha sido similar
a la observada en otras provincias espafiolas, asi como en otras areas

geograficas (Turquia, Grecia, Alemania, Italia). Las mujeres con EB han

150



presentado alteraciones digestivas con mayor frecuencia que los hombres. Las
manifestaciones tromboticas y la uveitis posterior han afectado a hombres y
mujeres en igual proporcion, si bien la gravedad clinica ha sido mayor en los
primeros. Adicionalmente, la mayor parte de eventos tromboticos han afectado
al area venosa, constituyendo la presencia de eventos arteriales una rareza en la
presente serie. En lo que se refiere a los factores de riesgo cardiovascular, la
hiperlipemia, la hipertension arterial y la diabetes no se han relacionado con la

presencia de trombosis.

Asociacion de los factores de riesgo tromboticos hereditarios (AT,
proteina C, proteina S, F V Leiden, mutacion G20210A del gen de la
protrombina) y adquiridos (anticuerpos antifosfolipido) con el estado

protrombatico de los pacientes con EB

Son mualtiples los estudios realizados por diferentes autores para
conocer los mecanismos protrombdticos presentes en la EB, pero al analizar
todos ellos en su conjunto, pueden obtenerse pocas conclusiones, incluso los
estudios que evaluan la trombofilia como principal mecanismo protrombotico
encuentran resultados contradictorios. Adicionalmente, los trabajos realizados
en este sentido en poblacion espafiola son escasos, a la vez que presentan un
pequetio tamaifio muestral. Por este motivo, decidimos estimar la prevalencia
de defectos trombofilicos hereditarios (AT, PC, PS, F V Leiden, mutacion
G20210A del gen de la protrombina) y adquiridos en la EB y compararla con
la de un grupo control, asi como evaluar el posible papel de estos defectos en

la génesis de eventos tromboticos.

La gran mayoria de los estudios publicados hasta el momento que han
evaluado el posible papel de la PC, PS y AT en el estado protrombotico de la
EB han coincidido en que ninguna de ellas esta implicada en el mismo (225;
226; 228; 287). Unicamente se han descrito dos casos aislados de pacientes

con EB y déficit de PC o de PS que desarrollaron TVP (229; 230). En ninguna
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de las series de pacientes estudiadas (7; 211; 288), como tampoco en nuestro
trabajo, se ha encontrado una asociacion entre alguno de estos defectos

trombofilicos y un mayor riesgo trombdtico.

Con respecto a los ACAs, la mayoria de los trabajos no han encontrado
una asociacion entre su presencia y los fendmenos tromboticos en la EB (272;
289-291), sin embargo, algun trabajo aislado ha encontrado dicha asociacion
(258). En nuestro estudio, tampoco hemos observado ninguna asociacion entre
los ACAs y la trombosis en los pacientes con EB. Por ello, pensamos que la
presencia de dichos anticuerpos no es responsable del estado protrombético de
la enfermedad, aunque en el caso de estar presentes puedan incrementar el

riesgo trombotico de los pacientes con EB.

Uno de los aspectos mas controvertidos es el papel que pueden jugar el
F V Leiden, la mutacion de la protrombina G20210A, y el polimorfismo
C677T del gen de la MTHFR en el estado protromboético de la EB. E1 F V
Leiden ha sido implicado en numerosos estudios en la patogenia de los eventos
tromboticos en la EB (234-238; 244; 292). De hecho, autores como Gul (234)
o Gurgey (238) encuentran que la presencia de dicha mutacion incrementa el
riesgo de trombosis en los pacientes con EB entre cinco y seis veces. Sin
embargo, otros estudios no han obtenido los mismos resultados (7; 202; 204;
226; 233; 240; 293; 294). Uno de los motivos que puede explicar las
discrepancias es la poblacion en la que se han realizado los diferentes estudios.
La gran mayoria de los trabajos que han encontrado asociacion se han
realizado en pacientes turcos (234; 236-238), donde la prevalencia de F V
Leiden es muy elevada (294). Otro motivo que podria explicar las
discrepancias radica en el tamafio muestral de los estudios que encontraron
asociacion, que desde nuestro punto de vista es insuficiente, i.e. 5 casos (236),
7 casos (292), 8 casos (235), 9 casos (237), de manera que las diferencias
encontradas podrian ser debidas al azar (error tipo I). Por ultimo, en parte de
los citados trabajos en los que se encontrd asociacion, los autores determinaron

la R-PCa, pero no la presencia de la mutacion genética, por lo que un
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porcentaje de los pacientes podrian padecer una R-PCa adquirida (237; 292).
En nuestro estudio, no hemos encontrado una mayor prevalencia de F V
Leiden en pacientes con EB con respecto al grupo control (p=1,000), ni
tampoco en pacientes con EB con antecedentes de trombosis comparados con
pacientes con EB sin trombosis (p=1,000). Los estudios realizados en nuestra
area geografica, con una prevalencia de F V Leiden similar, encuentran, al
igual que nosotros, que el F V Leiden no parece jugar un papel en la tendencia

trombotica de los pacientes con EB (7; 233; 293).

La mutacién G20210A del gen de la protrombina ha sido evaluada por
diferentes autores como posible causa del estado protrombdtico de la EB. Del
mismo modo que ocurre con otros defectos trombofilicos previamente
comentados, los resultados al respecto son discordantes. Mientras Gul y cols
encuentran que los pacientes con EB portadores de la mutacidén presentan un
riesgo 14 veces mayor de desarrollar fendmenos tromboticos (244), otros
autores concluyen que la mutacién de la protrombina G20120A no parece
jugar un papel en el estado protromboético de la EB (7; 204; 232; 233; 238;
294). En el estudio que hemos llevado a cabo, el 13% de los pacientes con EB
que desarrollaron trombosis eran portadores de dicha mutacion, mientras que
no hubo ningin portador en los pacientes con EB sin trombosis (p=0,022).
Cabe destacar que uno de los pacientes era homocigoto para la mutacion
G20210A del gen de la protrombina, y en otro paciente dicha mutacion se
asociaba a F V Leiden (doble heterocigoto). La mutacion G20210A del gen de
la protrombina es el defecto protrombotico de origen genético mas frecuente
en la poblacion espaiola (104), con una prevalencia del 4 al 5% (105). Quiza
esto explique la asociacién encontrada en nuestro estudio. Por tanto,
encontramos que la heterocigosidad para la mutacion G20210A del gen de la
protrombina parece estar implicada en la patogenia trombotica de los pacientes
con EB, y que la homocigosidad para dicha mutacién o la presencia de
defectos trombofilicos combinados se asocia a cuadros trombdticos graves y

de localizacion inusual.
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Tras el estudio realizado para valorar la implicacion de los defectos
trombofilicos en la trombosis venosa de los pacientes con EB en el este de
Espafia, podemos concluir que éstos no son mas prevalentes en pacientes con
EB que han padecido fendmenos tromboticos, y por tanto no pueden explicar
la tendencia protrombotica de la EB. Nuestros resultados coinciden con los de
Espinosa y cols, que analizan a pacientes con EB pertenecientes al noreste de
Espafia (7). La discordancia de estos resultados con estudios realizados en
otros paises radica probablemente en la variabilidad de los factores

trombofilicos en las diferentes areas geograficas.

El metaanalisis realizado en el presente estudio demuestra una
asociacion entre la presencia de F V Leiden y la trombosis en la EB. Esta se
debe fundamentalmente a los estudios realizados en la poblacion turca, ya que
los llevados a cabo en otras dreas geograficas no muestran una asociacion
significativa entre la presencia de F V Leiden y trombosis en pacientes con
EB. Por otro lado, en el metanaanalisis realizado, la mutacion del gen
G20210A de la protrombina se asocia a un incremento del riesgo trombotico
en los pacientes con EB. Sin embargo, cuando analizamos tnicamente los
estudios realizados en la poblacion turca, la mutacion de dicho gen no se
asocia a un incremento de riesgo trombodtico. Por tanto, en los estudios
realizados en poblacién turca, existe en la EB una asociacion entre la presencia
de FV Leiden y la tendencia trombotica, mientras que no existe asociacion

para la mutacion del gen G20210A de la protrombina.
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Papel de los niveles de homocisteina plasmatica y del polimorfismo
C677T del gen de la MTHFR en el estado protrombdtico y las alteraciones

oculares de los pacientes con EB

La homocisteina es un aminoacido derivado de la metionina cuyo grupo
sulthidrilo puede producir citotoxicidad endotelial, inhibicion de la glutation
peroxidasa y ON, interferencia con los factores de la coagulacion y oxidacion
de las LDL (128). El piridoxal-5-fosfato, la forma activa de la vitamina B6,
interviene en el metabolismo de la homocisteina, y ademas es necesario para la
sintesis d¢ ARNm y de proteinas, asi como para la produccioén de citoquinas
inflamatorias. Por tanto, en las enfermedades autoinmunes que cursan con
procesos inflamatorios, el consumo de vitamina B6 podria generar un déficit
de la misma y secundariamente una hiperhomocisteinemia plasmatica.
Asimismo, deficiencias nutricionales de cofactores o de sustratos enzimaticos
como la vitamina B12 o el acido félico favorecen la aparicion de niveles
elevados de homocisteina. La hiperhomocisteinemia se considera un factor de
riesgo independiente para la enfermedad arterial coronaria y para la trombosis
venosa (292). El papel que juega la hiperhomocisteinemia en la etiopatogenia
del estado protrombdtico de la EB no esta totalmente aclarado. Podrian estar
involucrados varios procesos. La homocisteina puede dafiar directamente el
endotelio, incrementar el colesterol LDL y la agregacion plaquetaria (129).
Ademads, la homocisteina inhibe la activacion de la TM, que actia como

cofactor de la PC (131) e inhibe la accion anticoagulante de la AT.

En los diversos trabajos publicados acerca del papel protrombotico de
la hiperhomocisteinemia en la EB se han valorado dos aspectos. En primer
lugar, se ha evaluado si los pacientes con EB presentan niveles plasmaticos de
homocisteina significativamente superiores a los controles. En este sentido,
algunos autores han encontrado niveles mas elevados de homocisteina en
pacientes con EB (248; 249; 251; 292; 295; 296), y otros no (202; 250). En
segundo lugar, se ha evaluado si los pacientes con EB que habian desarrollado

fendmenos tromboticos tenian niveles plasmaticos de homocisteina
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significativamente superiores a los pacientes con EB que no los habian
desarrollado. Gran parte de los estudios realizados en pacientes turcos
encuentran diferencias estadisticamente significativas (247-249), pero otros
estudios realizados también en pacientes turcos no encuentran dichas
diferencias (251; 295; 296). Tampoco encuentran diferencias los estudios
realizados en pacientes judios (204) y coreanos (202). En el trabajo llevado a
cabo por Lee y cols (202), los niveles de homocisteina en pacientes con EB
que habian sufrido fendomenos trombdticos eran superiores a los de los
controles, sin embargo, no existieron diferencias entre el conjunto de pacientes
con EB y el grupo control, ni entre pacientes con EB y trombosis y pacientes

con EB sin trombosis.

En el estudio que hemos llevado a cabo con motivo del presente trabajo,
no hemos encontrado diferencias en los niveles de homocisteina entre los
pacientes con EB y el grupo control, ni tampoco entre los pacientes con y sin
trombosis. Una posible explicacion de las discrepancias entre los diferentes
trabajos radica en el porcentaje de pacientes que se encontraban en fase activa
de la enfermedad cuando se llevo a cabo el estudio, dado que la actividad de la
enfermedad, como es conocido, eleva los niveles plasmaticos de homocisteina
(202). Los pacientes del presente trabajo no presentaban actividad clinica en el
momento del estudio, o ésta era minima, mientras que en otros estudios el
porcentaje de enfermos en fase activa era de 12% (248), 39% (296) y 55%
(247). Otro de los factores que podria explicar las discrepancias es que no en
todos los trabajos que observaron hiperhomocisteinemia se ajustd por los
posibles factores de confusion que pueden aumentar los niveles plasmaticos de
homocisteina, como son la diabetes (297), la hiperlipemia (298), el tabaco
(128), o el déficit de vitamina B12 (299), factores que han sido considerados
en el presente estudio. En el area mediterranea, la dieta es rica en vitamina B6,
B12, y acido folico, siendo infrecuente el déficit de estos nutrientes, por tanto,
a pesar de que los procesos inflamatorios como la EB disminuyen los niveles
plasmaticos de B6, la concentracion plasmatica de los cofactores se mantiene

gracias a una dieta rica en los mismos. De hecho, no hemos encontrado
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diferencias en los niveles de vitamina B12 al comparar casos y controles.
Adicionalmente, los diferentes trabajos publicados al respecto tampoco son
comparables en cuanto al tamafio muestral, el tiempo de evolucion de la
enfermedad, la metodologia empleada para la obtencion de los valores de
homocisteina, o el tiempo transcurrido entre el evento trombdtico y la

determinacién de la homocisteina (251).

Uno de los principales factores que regula los niveles de homocisteina
plasmaticos es la enzima MTHFR, que cataliza el paso de homocisteina a
metionina (115). La homocigosidad TT para la mutacion C677T del gen de la
MTHEFR se asocia a una disminucion de la actividad de dicha enzima, y por
tanto a un aumento en los niveles plasmaticos de homocisteina. La causa
genética mas frecuente de niveles elevados de homocisteina es la mutacion de
la. MTHFR (113). Los pacientes homocigotos para la citada mutacion
presentan niveles plasmaticos elevados de homocisteina (115). Asimismo, la
homocigosidad para dicha mutacion ha sido implicada como factor de riesgo
para el desarrollo de trombosis (118), aunque no todos los autores apoyan esta
hipotesis (120). Por este motivo, y en vista de la posible implicacion de la
homocigosidad para la mutacion C677T del gen de la MTHFR en la patogenia
de los fendmenos tromboticos de la EB, decidimos incluirla en nuestro estudio.
Sélo hay cuatro trabajos en la literatura revisada que han estudiado la posible
implicacion de la homocigosidad para la mutacion C677T del gen de la
MTHEFR en el estado protrombdtico de la EB (7; 204; 232; 247). En ninguno
de los trabajos citados se encontrd asociacion del genotipo TT con la trombosis
venosa en la EB. Del mismo modo, en el presente estudio no hemos
encontrado mayor prevalencia de dicho genotipo en los pacientes con EB
(14,2%) al compararlos con el grupo control (16,6%), ni tampoco en los
paciente con EB que padecieron fendémenos tromboéticos (18,1%) al
compararlos con los que no los sufrieron (12,7%). La prevalencia en los
controles es similar a la referida anteriormente en nuestra area geografica

(117).
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En el metanalisis llevado a cabo en el presente estudio, la mutacion
C677T del gen de la MTHFR no incrementa el riesgo tromboético en pacientes

con EB.

Via de la proteina C en pacientes con EB. Asociacion de los niveles de

PCa circulante con los eventos trombdticos en estos pacientes

Durante los ultimos afios se ha acumulado abundante informacion que
demuestra la importancia fisioldgica del sistema anticoagulante de la PC. Una
revision de los principales mecanismos fisiopatologicos que subyacen bajo
ciertos estados de hipercoagulabilidad hereditaria o adquirida revela que una
alteracion del sistema de la PC es la causa de la mayoria de estos estados, lo
que pone de relieve la importancia de esta via anticoagulante natural para la
prevencion de la enfermedad trombotica. Para que se produzca una adecuada
activacion de la PC, se deben ensamblar perfectamente las moléculas de PC,
trombina, TM y EPCR, formando un complejo cuaternario sobre la superficie
de la célula endotelial. Por tanto, una alteracion de algunas de las regiones de
estos componentes podria dar lugar a una deficiente activacion de la PC, que
se reflejaria con un bajo nivel circulante de PCa y que podria dar lugar a un

mayor riesgo trombotico (69).

Hemos encontrado niveles disminuidos de PCa en pacientes con EB
respecto al grupo control. Ademas, entre los pacientes con EB, aquellos con
una historia de trombosis tenian niveles de PCa significativamente inferiores
que los pacientes sin historia de trombosis. Asi, los pacientes con EB con
niveles de PCa por debajo de 0,75 ng/ml (percentil 10% del grupo control)
tenian cinco veces mas riesgo de padecer trombosis venosa que aquellos
pacientes con EB con niveles de PCa por encima de este valor. Un bajo nivel
de PCa se ha asociado con un incremento en el riesgo de TVP (80), por lo que
el hecho de encontrar valores de PCa significativamente inferiores en pacientes

con EB que sufrieron eventos tromboticos frente a aquellos que no los
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padecieron sugiere que los niveles disminuidos de PCa podrian estar

implicados en la etiopatogenia del estado protrombotico de la EB.

Asimismo, los niveles de TM eran significativamente mas bajos en el
grupo de pacientes con EB que en el grupo control, y estaban mas elevados en
los pacientes con historia de trombosis que en los pacientes sin historia de
trombosis. Gurgey (300) y Demirer (217) también han encontrado niveles de
TM significativamente menores en pacientes con EB que en controles. Sin
embargo, otros autores han encontrado niveles de TM maés elevados en
pacientes con EB que en controles sanos (7; 218). Esta diferencia puede
deberse, posiblemente, a que los pacientes de las series estudiadas no

presentaban el mismo grado de actividad de la EB (7).

La reduccion de los niveles de TM y de PCa en los pacientes con EB
podria explicarse por la accion de los mediadores proinflamatorios que estan
aumentados en la EB. El aumento de estos mediadores induce una disminucion
de la expresion de la TM endotelial, lo que a su vez puede producir una
disminucién de los niveles plasmaticos de TM soluble (301). Ademas, la
reduccion en la expresion de TM conllevard una reduccion en la generacion de
PCa, con lo que los niveles plasmaticos estaran reducidos (302). La correlacion
positiva entre los niveles de TM y los de PCa en los pacientes apoya la
plausibilidad de esta hipotesis. La expresion endotelial de TM puede disminuir
por factores exogenos como mediadores proinflamatorios, o bien por
mutaciones genéticas. De hecho, ha sido descrita la asociacion entre
mutaciones en el gen de la TM y un incremento del riesgo de trombosis (74;
75; 303; 304). Entre los mediadores proinflamatorios que pueden disminuir la
expresion de TM endotelial estan la endotoxina, la IL-1 y el TNF-a (77; 305).
Ha sido documentada en la EB la presencia de un proceso inflamatorio crénico
evidenciado por un incremento de los niveles plasmaticos de proteina C
reactiva, a;AT, Fbg y F vW. Por tanto, tenemos dos mecanismos bien
definidos que disminuyen la expresion endotelial de TM, y por tanto causan

una reduccion de la activacion endotelial de la PC.
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El PCI y la o;AT son los inhibidores plasmaticos mas importantes de la
PCa (306). Se ha descrito que un nivel elevado de o; AT puede reducir el nivel
de PCa circulante. Sin embargo, aunque en nuestro estudio los pacientes con
EB tenian niveles elevados de o, AT respecto a los controles, esta diferencia
fue de 16%, muy inferior a la que se ha visto necesaria para influir en los
niveles de PCa, 200% (78; 307). Ademas, los pacientes con EB y antecedentes
de trombosis no presentaban niveles de o, AT mas elevados que los pacientes
con EB que no sufrieron eventos tromboticos, y tampoco encontramos
correlacion entre los niveles de PCa circulante y los de o,AT, por lo que la
reduccién de PCa observada en los pacientes con EB no puede ser debida a un

aumento de la concentracion de o, AT.

Por otra parte, un nivel de PCI aumentado también podria dar lugar a
niveles reducidos de PCa. Sin embargo, los niveles de PCI eran similares en
pacientes y controles, y los pacientes con EB y antecedentes de trombosis y
bajos niveles de PCa circulante presentaron los niveles mas bajos de PCI. Por
tanto, no se pueden atribuir los bajos niveles de PCa en pacientes con EB y
trombosis a un aumento del PCI. Para descartar que las concentraciones de los
parametros estudiados pudieran estar modificadas por los diferentes
tratamientos prescritos a los pacientes a causa de su enfermedad, se
subdividieron en tres grupos en funcion del tratamiento que recibian:
antinflamatorios, inmunosupresores, o ambos. Los tres grupos mostraron
niveles inferiores de PCa al ser comparados con el grupo control. Por tanto, el
tratamiento que siguen los pacientes tampoco puede explicar los niveles

disminuidos de PCa y de TM en los pacientes con EB.

Nuestros resultados sugieren que los niveles disminuidos de PCa en
pacientes con EB pueden estar implicados de la elevada incidencia de procesos
tromboticos observada en estos pacientes. Ademas, el estado de los inhibidores
de la PCa en los pacientes con EB apoya la hipotesis de que los niveles
disminuidos de PCa observados en nuestros pacientes se deben a una
disminucion de la activacion de la PCa nivel endotelial y no a un incremento

de su degradacion por los inhibidores plasmaticos. Estos resultados abren una
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nueva via para la investigacion en la fisiopatologia del estado protrombotico de

los pacientes con EB.

Andlisis de los parametros hemorreolégicos (VS, VP, Fbg, AE y DE)

y su contribucion de estos al estado protrombotico de los pacientes con EB

Las alteraciones hemorreologicas incrementan el riesgo de trombosis
tanto a nivel arterial como venoso (144; 182), aunque su influencia en el
desarrollo de eventos trombdticos en pacientes con EB no estd totalmente
establecida. Dentro de los diversos parametros hemorreologicos, se ha
sugerido que la hiperagregabilidad eritrocitaria puede jugar un importante
papel en el desarrollo de fendémenos tromboticos en pacientes con EB (203).
Ningtn estudio previo ha valorado la implicacion del resto de variables
hemorreologicas, es decir, VS, VP y DE, en el estado protrombotico de la EB.
Como es conocido, estas variables también juegan un papel crucial en las
caracteristicas del flujo sanguineo, por lo que podrian contribuir al desarrollo
de procesos trombdticos. Uno de los aspectos valorados en el presente trabajo
doctoral ha sido la posible contribucion de los parametros hemorreologicos en
el desarrollo de los eventos tromboticos en los pacientes con EB. Cuando
hemos comparado a los pacientes con EB (n=42) con el grupo control (n=46),
hemos observado que los primeros presentan un discreto sindrome de
hiperviscosidad caracterizado por un incremento significativo de la VS a
hematocrito corregido (p=0,006), de la VP (p=0,002), de la concentracion de
Fbg (p=0,001) y de la AE tanto en estasis (p=0,001) como a baja velocidad de
cizallamiento sanguineo (p=0,002). Estos resultados son congruentes con el
hecho de que la EB es una enfermedad inflamatoria cronica con aumento de la
concentracion de Fbg (205; 217; 220), y por tanto con aumento de la VP, VS y
AE, ya que estos parametros reologicos dependen en gran medida de los
niveles plasmaticos de Fbg. Hay que destacar el hecho de que la DE, valorada
en el presente estudio mediante ténicas ectacitométricas, en las que no se

manipula al hematie, no se ha encontrado disminuida a ninguna de las
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tensiones de cizallamiento aplicadas, aunque en otras enfermedades vasculares
inflamatorias no es infrecuente observar hematies menos deformables en
relacion al deterioro sufrido en el arbol vascular (308; 309). Un estudio
reciente publicado por Uskuda y cols (310) ha observado una disminucion de
la DE en 13 pacientes con EB en fase activa al compararla con la de un grupo
control. Estos resultados son cuestionables, ya que los autores utilizan técnicas
de filtracion donde el hematie es aislado en columnas de algodon Immugard y
resuspendido en sistemas tampon, manipulaciones que pueden producir
alteraciones morfoldgicas del mismo. Asimismo, los leucocitos remanentes
pueden también por su mayor tamaiio taponar los poros de policarbonato
(311). Por este motivo, actualmente se cuestiona la utilidad de las técnicas de

filtracion para determinar este parametro reologico.

En nuestro estudio las alteraciones reoldgicas encontradas, es decir,
aumento de VP, VS y AE han estado presentes a pesar de que los pacientes no
se encontraban en una fase activa de la enfermedad, y tampoco se han visto
relacionadas con la duracion de la misma. Sin embargo, al clasificar a los
pacientes en base a que hubiesen padecido eventos trombdticos o no, ninguno
de los mencionados parametros hemorreologicos mostrd diferencias
significativas entre ambos grupos, lo que sugiere que las alteraciones
hemorreologicas, aunque presentes en la EB como corresponde a su naturaleza
de enfermedad inflamatoria cronica, no parecen contribuir al desarrollo de

eventos trombaticos en estos pacientes.

Un estudio reologico llevado a cabo en pacientes con EB es el
publicado por Demiroglu y cols (203), donde se determina la AE mediante el
agregémetro de Myrenne (310). En este un estudio prospectivo de 38 pacientes
con EB se observo que aquellos que desarrollaron fendmenos tromboticos (12
pacientes) mostraron mayor AE que los que no los presentaron, sugiriendo que
este parametro reologico podria ser un marcador de riesgo trombotico. El
seguimiento de los pacientes se realizd durante 13 meses. Este disefio de

estudio no se puede llevar a cabo en nuestro medio debido a la baja
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prevalencia de la EB en Espafia. Hay que destacar el escaso numero de
pacientes del mencionado estudio, a la vez que se incluyeron en el grupo de
fendmenos tromboticos aquellos pacientes con EB que habian padecido
uveitis, lo que desde un punto de vista fisiopatologico es inadecuado, ya que la
uveitis es un fendmeno inflamatorio no necesariamente relacionado con la
trombosis. En nuestro estudio tampoco se observaron diferencias en la AE ni
en el resto de parametros hemorreoldgicos al comparar a los pacientes con
uveitis con aquellos sin uveitis, sugiriendo que si los pacientes con uveitis se
hubieran incluido en el grupo de pacientes con trombosis, los resultados
hubiesen sido los mismos. Otro de los motivos que puede explicar las
discrepancias entre ambos resultados puede radicar en que en el trabajo de
Demiroglu y cols (203) no se indica la actividad clinica de los pacientes en el
momento de su inclusion en el estudio, lo que en gran medida puede modificar
la AE, ya que ésta fundamentalmente depende de los niveles de Fbg. En este
sentido, en el presente trabajo se observa una correlacion significativa entre la
AE y los niveles de Fbg, mientras que Demiroglu y cols (203) no encuentran
dicha correlacion, no pudiendo ofrecer una explicacion fisiopatologica al

incremento de la AE.

Dados los resultados discordantes entre el presente estudio y el trabajo
de Demiroglu y cols (203) acerca del aumento de la AE como factor
protrombdtico en pacientes con EB, a pesar de que ambos estudios se hayan
realizado con el agregdbmetro Myrene, nos planteamos corroborar nuestros
resultados preliminares mediante el agregometro Sefam. El agregometro
Myrenne so6lo mide el indice de agregabilidad, sin embargo, el agregometro
Sefam proporciona mas informacion acerca del proceso de agregacion, como
el tiempo de agregacion (Ta), la extension de la agregacion (1A ), y el umbral
de desagregacion (yD), es decir, la velocidad de cizallamiento necesaria para
desagregar los rouleaux formados (167). Hay que destacar que este estudio es
el tnico que se ha llevado a cabo con este agregdmetro en pacientes con EB.
Se valor6 la AE en 77 pacientes con EB (23 con trombosis y 54 sin trombosis)

y en 77 controles con ambos agregdémetros, analizando la posible asociacion de
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este parametro reolodgico tanto con los eventos tromboticos como con la
uveitis. Se han corroborado los resultados obtenidos previamente con el
agregometro Myrenne, encontrando que los pacientes con EB presentan mayor
AE que el grupo control, determinada tanto con el agregometro Myrenne como
con el agregometro Sefam (Ta y [A;q: p<0,001; yD: p=0,014). En este segundo
estudio, realizado con un mayor tamafio muestral, se observa que el aumento
de la AE se debe no solo al aumento de Fbg (p<0,001), sino también al
aumento de triglicéridos (p=0,003), ya que ambos parametros son capaces de
incrementar la AE (287; 311). Sin embargo, la AE determinada con ambos
agregdmetros no muestra diferencias significativas entre los pacientes con EB
que habian padecido eventos trombdticos y los que no los habian padecido, a
la vez que tampoco se observan diferencias al comparar a los pacientes con y
sin uveitis. Por lo tanto, la AE determinada con dos agregémetros distintos no
parece relacionarse con el desarrollo de fendémenos tromboéticos ni con la

presencia de uveitis en pacientes con EB.
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La frecuencia de manifestaciones clinicas encontrada en los pacientes
con EB en la Comunidad Valenciana es similar a la observada en otras
comunidades autonomas espafiolas, asi como en otras areas geograficas

(Turquia, Grecia, Alemania o Italia).

No existen diferencias en la frecuencia de manifestaciones clinicas en
los pacientes con EB al compararlas por sexos, excepto para las
manifestaciones digestivas, mas frecuentes en mujeres. La afectacion
ocular y los eventos trombdticos no han sido mas frecuentes en los
hombres que en las mujeres, aunque la gravedad de las mismas fue

mayor en los primeros.

Los pacientes con EB de nuestra area geografica presentan una mayor
frecuencia de eventos trombdticos en el area venosa que en el area

arterial.

Los  factores de riesgo  cardiovascular mdas  comunes
(hipercolesterolemia, hipertension arterial, diabetes mellitus) no
parecen contribuir significativamente a la génesis de eventos
tromboéticos en pacientes con EB, dado que la mayoria de éstos han

afectado al area venosa.

La presencia de factores de riesgo trombdtico en los pacientes con EB
de nuestra area geografica, tanto hereditarios como adquiridos, no
parecen jugar un papel significativo en el desarrollo de los eventos
tromboticos en nuestros pacientes. Unicamente la mutacién homocigota
G20210A del gen de la protrombina, asi como la presencia simultanea
de varios de estos defectos de riesgo trombdtico, se han asociado en
nuestros pacientes a cuadros trombodticos graves de localizacion

inusual.
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6. El metaanalisis realizado confirma que la mutacion G20210A del gen
de la protrombina constituye un factor de riesgo trombotico en los

pacientes con EB.

7. Los niveles de PCa estan significativamente disminuidos en los
pacientes con EB comparados con los controles, asi como en los
pacientes con EB que presentaron fenomenos tromboticos comparados
con aquellos que no los presentaron. Por ello, los niveles disminuidos
de PCa en estos pacientes podrian estar asociados al desarrollo de
cuadros tromboticos. Esta disminucién de los niveles de PCa podria
deberse a una reduccion de la activacion de la PC en el endotelio,

probablemente debido a una disminucion de la expresion de la TM.

8. Los pacientes con EB presentan un discreto sindrome de
hiperviscosidad, acorde con la naturaleza inflamatoria de Ia
enfermedad, caracterizado por un aumento de la VS, VP, Fbg y AE,
que no parece asociarse al desarrollo de eventos tromboticos ni de

manifestaciones oculares.
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