Tesis

Estudio genético de la espondilitis anquilosan-
te en la poblacién gallega: determinaciéon de
los subtipos de HLA-B27 mediante PCR con ce-
badores de secuencia especifica

Ponente: J.L. Ferndndez Sueiro.

Directores: Dr. Francisco Javier Blanco Garcia

y Dr. Francisco Javier de Toro Santos.

Hospital: Hospital Juan Canalejo.

Universidad: Universidad de A Corufia.

Objetivos

Determinar la prevalencia del HLA-B27 en la po-
blaciéon gallega y estudiar los subtipos HLA-B27
presentes en la poblacion sana y los asociados a la
espondilitis anquilosante (EA).

Pacientes y métodos

Un total de 106 pacientes gallegos con diagnodstico
de EA de acuerdo con los criterios del Grupo de
Estudio Europeo para las Espondiloartropatias fue-
ron seleccionados en tres grandes hospitales de la
Comunidad Gallega (La Corufia, Lugo y Orense).
La prevalencia del HLA-B27 se determiné obser-
vando el nimero de donantes gallegos de 6rganos
HLA-B27 positivos del Servicio de Inmunologia del
Hospital Juan Canalejo. El HLA-B27 se determiné
mediante PCR empleando los «rimers E91s vy
E136as» Los subtipos desde el HLA*B2701 hasta el
B*27011 se determinaron con un kit comercial DY-
NAL HLA-B27 high resolution-SSP (Oslo, Noruega).

Resultados

De un total de 150 donantes de 6rganos examina-
dos durantes 2 afios, 13 muestras fueron HLA-B27
positivas. La prevalencia del HLA-B27 fue del
9,33%. De los 106 pacientes con EA estudiados,
100 pacientes (94,3%) fueron HLA-B27 positivos.
Los subtipos de HLA-B27 en la poblaciéon gallega
sana se determinaron en 39 muestras HLA-B27 po-
sitivas; de éstas, 31 fueron HLA-B*2705 (79%), 7
fueron HLA-B*2702 (17%) y 1 HLA-B*2708 (2,5%).
Los subtipos HLA-B*2701, 09 y 10 no se hallaron
en nuestra poblacién en este estudio. Los subtipos
hallados en los pacientes con EA fueron el HLA-
B*2705 en 88 pacientes (88%) y el HLA-B*2702 en
12 pacientes (12%).

Conclusiones

La prevalencia del HLA-B27 en la poblacién gallega
es mds alta que la previamente publicada en Espa-
na; 9,33 frente a 4,69%. Los subtipos presentes en
la poblacién gallega sana son el HLA-B*2702, 05 y
08. El 94,3% de los pacientes con EA son HLA-B27
positivos. Los subtipos de HLA-B27 asociados a EA
en Galicia en el presente estudio son el HLA-
B*2705 y el B*2702.
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Estudio de la regulacién de la expresiéon de
quimioquinas en fibroblastos dérmicos en la
esclerosis sistémica

Ponente: Maria Galindo Izquierdo.

Director: Dr. José Luis Pablos Alvarez.

Hospital: Hospital 12 de Octubre.

Universidad: Universidad Complutense de Madrid.

Objetivos

Estudiar el patréon de expresion de las quimioqui-
nas por los fibroblastos dérmicos (FD) en adultos
sanos asi como identificar la posible regulacion de
la expresion de estas quimioquinas en relacién con
cambios redox, fundamentalmente a través de la
activaciéon del factor de transcripcién NF-kB. Estu-
diar el potencial biol6gico de las quimioquinas sin-
tetizadas por los FD sobre la quimiotaxis de células
inflamatorias, y sobre la proliferacion y sintesis de
coldgeno en fibroblastos. Identificar posibles dife-
rencias entre los FD sanos y los procedentes de pa-
cientes con ES en el patron de expresion de qui-
mioquinas, en la respuesta al estimulo redox y en
la regulacion de dicha expresion. Por ultimo, con-
firmar la expresion in vivo de quimioquinas por los
FD en secciones de piel normal y esclerodérmica.

Material y métodos

Las muestras de piel se obtuvieron de 7 pacientes
con ES difusa y 7 controles sanos, con las mismas
caracteristicas en cuanto a edad y sexo. La expre-
sion de ARNm de quimioquinas se analizé por en-
sayo de proteccion de la RNasa con una sonda
multiple comercial de ADN para Ltn, RANTES, IP-
10, MIP-1a, MIP-13, MCP-1, IL-8, 1-309. La concen-
tracién de la proteina MCP-1 secretada por los FD
al medio de cultivo se cuantific6 mediante ELISA.
El efecto quimiotdctico de la proteina MCP-1 secre-
tada por los FD sobre las células monociticas Mo-
noMac se analizé6 en cdmaras Boyden de migra-
cién. La deteccion de NF-kB y AP-1 se realizé por
la técnica de retardo en gel. La expresién de MCP-1
in vivo se analizé por inmunohistoquimica. El efec-
to de MCP-1 sobre la expresién de procoldgeno
al(I) se analizé por Northern blot. Se analizé el
efecto de diferentes concentraciones de MCP-1 so-
bre la proliferaciéon de FD subconfluentes. Anilisis
estadistico.

Resultados

Los FD son capaces de expresar constitutivamente
MCP-1 e IL-8, y la sintesis de estas quimioquinas
aumenta tras la exposicién a hipoxia/reoxigena-
cién. A diferencia de los FD sanos, aquellos de piel
esclerodérmica presentan una expresiéon constituti-
va de MCP-1 aumentada, que no se modifica signi-
ficativamente tras la exposiciéon al estrés oxidativo
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y que no parece dependiente de la activaciéon de
NF-kB y AP-1. En ambos tipos de FD, la proteina
MCP-1 secretada es quimiotictica para células mo-
nonucleares y, de manera muy heterogénea, pare-
ce estar implicada en la expresion de procoldgeno
al(I). Estos resultados se han confirmado in vivo
por inmunohistoquimica, ya que sélo se ha obser-
vado expresiéon de MCP-1 en las muestras de piel
esclerodérmica. La expresion de MCP-1 en estas
muestras se extiende a los queratinocitos de las ca-
pas profundas de la epidermis y a las células mo-
nonucleares ademads de a los FD.

Conclusiones

Los FD pueden participar en la respuesta inflamato-
ria con capacidad para reclutar leucocitos mediante
la sintesis de MCP-1 e IL-8 e, in vitro, responden a
la hipoxia con un aumento en la expresién y secre-
ciéon de MCP-1 que es, en parte, dependiente de la
activacion de los factores de transcripciéon NF-kB y
AP-1. La proteina MCP-1 ejerce in vitro un efecto
quimiotactico sobre células mononucleares. Los FD
de la ES presentan in vitro una elevada expresion
constitutiva de MCP-1 e IL-8 y una menor respuesta
a la hipoxia y/o reoxigenacién. Estas alteraciones
no se deben a diferencias en la activacién basal de
NF-kB y AP-1. Estos resultados se confirman in vivo
en secciones de piel esclerodérmica.

Aspectos epidemiolégicos, morfolégicos, clini-
cos y prondsticos de las vasculitis en el area sa-
nitaria de Ingo

Ponente: Carlos Garcia Porraa.

Directores: Dr. Miguel A. Gonzélez-Gay

y Dr. Javier de Toro Santos.

Hospital: Hospital Xeral-Calde.

Universidad: Universidad de A Corufia.

Introduccién y objetivo

El uso de diferentes criterios de clasificacién y el
desconocimiento de la etiopatogénesis de las vas-
culitis lleva a una disparidad en su incidencia. Estu-
diamos la incidencia y caracteristicas de las vasculi-
tis en el drea de Lugo.

Material y métodos

Hemos revisado las historias clinicas de los pacien-
tes mayores de 20 afios, diagnosticados de vasculi-
tis confirmada mediante biopsia en el Hospital Xe-
ral-Calde (Lugo) desde enero de 1988 hasta
diciembre de 1997. El promedio anual de inciden-
cia fue calculado como la incidencia en el periodo
de 10 afios dividido por 10.

Resultados

Doscientos veintisiete adultos fueron diagnosticados
de vasculitis. El promedio de incidencia anual para
mayores de 20 afios en el drea de Lugo entre 1988
y 1997 fue de 141,54 /millén. Las vasculitis primarias

(115,03 /millén; 81,3%), especialmente la arteritis de
células gigantes (ACG), constituyeron el grupo mas
frecuente. Las vasculitis de pequefio vaso (vasculitis
de hipersensibilidad y purpura de Henoch-Schon-
lein) fueron el segundo grupo mads frecuente. Tanto
la ACG como las vasculitis de pequefo vaso tuvie-
ron buen prondstico. Sin embargo, los pacientes
con vasculitis primaria de mediano y pequefio vaso,
en concreto aquellos con poliarteritis nudosa, tuvie-
ron una alta mortalidad en relacién con las manifes-
taciones sistémicas de su enfermedad o la terapia
inmunosupresora. En el grupo de adultos con vas-
culitis secundaria (26,51 /millén; 18,7%), la artritis
reumatoide fue la més frecuente.

Conclusién

Las vasculitis sistémicas son mads frecuentes de lo
que se habia considerado. Al igual que en otros
paises europeos, la ACG constituye el tipo de vas-
culitis mas frecuente en el area de Lugo.

Enfermedad inflamatoria intestinal subclinica
en espondilartritis, identificacion mediante
gammagrafia intestinal con leucocitos marca-
dos con tecnecio 99-HMPAO

Ponente: M.L. Gonzalez Gémez.

Directores: Dr. F. Valderrdbano Quintana

y Prof. Dr. L. Carrenio Pérez.

Hospital: Hospital General Universitario Gregorio
Marafnoén.

Universidad: Universidad Complutense de Madrid.

Introduccion

La gammagrafia intestinal con leucocitos marcados
con 99m Tc-hexametil-propil-aminoxina (HMPAO)
permite detectar inflamacién intestinal subclinica
en algunos pacientes con espondilartropatia sero-
negativa (ES) sin evidencia clinica de enfermedad
infamatoria intestinal (EII).

Objetivos

Detectar inflamacién intestinal en pacientes con es-
pondilartritis sin sintomas de enfermedad intestinal;
estudiar las caracteristicas clinicas asociadas al au-
mento de captaciéon intestinal; estudiar las correla-
ciones existentes entre la actividad de la enferme-
dad y los hallazgos isot6picos; establecer si existe
concordancia con la ileocolonoscopia.

Pacientes y métodos

Se realiz6 gammagrafia intestinal a 141 pacientes
con ES (criterios EESG) sin signos ni sintomas de
EIl y a 35 pacientes tratados con antiinflamatorios
por procesos reumdticos no relacionados con es-
pondilartritis ni enfermedad inflamatoria intestinal.
En 25 pacientes con un primer estudio positivo, se
realiz6 un segundo control de escintigrafia. Ade-
mas, en 14 pacientes con estudio positivo se reali-
z6 colonoscopia. Las imdgenes gammagréficas se
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clasificaron desde 1 (leve) a 4 (intensa). Mejoria y
remision fueron definidas como disminucién y au-
sencia de sintomas, respectivamente.

Resultados

La gammagrafia fue positiva en 64 pacientes
(45,4%) con ES. La localizacién madés frecuente fue
el colon descendente (23,4%), seguido por el colon
ascendente (17,7%) y el ileon terminal (11,3%). Los
grados intermedios 2 y 3 fueron los hallados con
mayor frecuencia.

Por diagnosticos, los hallazgos son mas frecuentes
en la espondilartritis indiferenciada seguido por la
espondilitis anquilosante. La positividad de la gam-
magraffa no se asocia con ningin pardmetro estu-
diado salvo con la actividad de la enfermedad. En
11 de los 14 pacientes sometidos a colonoscopia
(78%) se objetivaron lesiones de imagen o histolo-
gicas. La gammagrafia fue positiva en 3 pacientes
controles (8,5%). En un paciente con artritis séptica
se debié a un absceso intraabdominal y en otro pa-
ciente con lumbalgia mecdanica se demostré una di-
verticulitis.

Conclusiones

El 50% de los pacientes con ES sin datos de EII
presentan inflamacion intestinal subclinica demos-
trada por gammagrafia intestinal. Existe correlacion
entre los hallazgos gammagraficos e histolégicos, y
ambos son diferentes a los observados en la enfer-
medad inflamatoria intestinal crénica. La captaciéon
isotopica se relaciona con la actividad de la enfer-
medad y no con manifestaciones clinicas concretas.
Tampoco se relaciona con la ingesta de antiinfla-
matorios no esteroides. La normalizacién de la es-
cintigrafia se acompafia generalmente de remision
o mejoria clinica de la enfermedad, y es ttil para
controlar la respuesta terapéutica.

Valoraciéon de la actividad inflamatoria en la
espondilartritis anquilosante (EA) y su rela-
cion con la amiloidosis y la osteoporosis
Ponente: J. Gratac6s Masmitja.

Directores: Dr. J. Mufioz-Gomez y Dr. A. Collado
Cruz.

Hospital: CSPT Sabadell.

Universidad: Universidad de Barcelona.

Tesis que consta de tres estudios que analizan la
actividad inflamatoria en la EA y su influencia en la
amiloidosis y la osteoporosis.

Objetivos

Analizar en los pacientes con EA: 1) el perfil sérico
de las citocinas y su relaciéon con la actividad y gra-
vedad de la enfermedad; 2) la prevalencia de ami-
loidosis, su relaciéon con la actividad y sus implica-
ciones clinicas, y 3) la relacién entre la actividad
inflamatoria y la pérdida de masa 6sea.
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Material y métodos

1) Estudio transversal de los niveles séricos de IL-6
(TNFa, IL-1B, IFNy) en 69 pacientes con EA y su
relacién con la actividad y gravedad de la enferme-
dad. Comparacién con un grupo control de 43 pa-
cientes con AR y 36 pacientes con lumbalgia no in-
flamatoria. 2) Valoracién de la prevalencia de
amiloidosis a través de la biopsia de grasa subcuta-
nea abdominal en 137 pacientes con EA y su rela-
cién con actividad y gravedad de la enfermedad.
Seguimiento durante 5,4 + 3,2 afios (2-10) de las
consecuencias clinicas de esta complicacion. 3) Es-
tudio longitudinal 19 + 2 meses (17-21) de la evo-
lucién de la masa 6sea (vertebral y femoral) por
densitometria radiol6gica dual en 34 pacientes con
EA poco evolucionada y su relacién con la activi-
dad inflamatoria de la enfermedad valorada me-
diante pardmetros biolégicos (VSG y PCR).

Resultados

1) El perfil sérico de citocinas en la EA es tipo
proinflamatorio (TNFo y especialmente IL-6) y la
IL-6 se correlaciona bien con la actividad de la en-
fermedad (especialmente VSG y PCR). 2) La preva-
lencia de amiloidosis fue del 7%. Su presencia se
asoci6 a la duracién y gravedad de la enfermedad,
aunque menos del 50% de pacientes con amiloido-
sis presentaron durante el seguimiento sintomas
asociados a esta complicaciéon. 3) Presencia de una
clara relaciéon entre pérdida de masa 6sea y VSG
(1,0685-1,0012 y 1,1403, p = 0,032) y PCR (2,4194-
1,0895 y 5,3729, p = 0,03).

Conclusiones

La EA presenta, en sangre periférica, un perfil de
citocinas de tipo proinflamatorio que se correlacio-
na bien con la actividad de la enfermedad. La ami-
loidosis es una complicaciéon poco frecuente en la
EA 'y su presencia no supone de forma sistemédtica
un mal prondstico clinico a corto-medio plazo. La
actividad inflamatoria constituye la causa principal
de la pérdida de masa dsea observada en pacientes
con EA poco evolucionada.

Analisis de la activacion anormal de los linfoci-
tos Ty B de pacientes con artritis reumatoide
Ponente: Sonia de Miguel Olalla.

Directores: Dres. Benjamin Fernandez Gutiérrez

y Juan Angel Jover.

Hospital: Hospital Clinico San Carlos.

Universidad: Universidad Complutense de Madrid.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad au-
toinmune que se caracteriza por producir una infla-
maciéon crénica de las articulaciones. La membrana
sinovial de éstas presenta una proliferacién celular
masiva y se encuentran citocinas proinflamatorias
en el ambiente sinovial.

Analizamos dos moléculas de activacion temprana,
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CD23 y CD154, en la superficie de los linfocitos de
pacientes con AR con el fin de determinar si exis-
ten diferencias en su expresiéon basal e inducciéon
respecto al grupo control. Por otro lado, estudia-
mos si el tratamiento con un mAb anti-TNFa en los
pacientes afecta a la expresiéon basal e induccion
de estas moléculas de activacion.

En primer lugar, observamos que CD23 estd hipe-
rexpresado en los linfocitos B de sangre periférica
del grupo de pacientes con AR respecto al grupo
control, y tras activacién su induccién es mayor. La
via de activacion CD40-CD154 esta implicada en la
expresion de CD23 y cuando analizamos la expre-
sion basal de CD154 observamos que es mayor en
los linfocitos Th de liquido sinovial de los pacien-
tes con AR. Tras activar, sin embargo, la mayor in-
duccién se observé en los linfocitos Th de sangre
periférica de los pacientes con AR. Por otro lado,
comprobamos la capacidad de los linfocitos T del
liquido sinovial para inducir la expresién de CD23
en los linfocitos B de sangre periférica de estos pa-
cientes.

En segundo lugar, observamos que el tratamiento
con un mAb anti-TNFo en los pacientes produce
una mayor induccién de CD23 en los linfocitos B
de sangre periférica tras estimulo y una menor in-
duccién de CD154 en los linfocitos Th de sangre
periférica tras estimulos. Ademds de la via de coo-
peraciéon CD40-CD154, existen otros mecanismos
que median en la induccién de CD23 en los linfoci-
tos B de sangre periférica de los pacientes tratados.
Estudiamos los sueros de los pacientes tratados y
comprobamos la presencia de ICC TNFo-anti-
TNFa, estos sueros fueron puestos en contacto con
una poblacién de linfocitos B purificados de amig-
dalas y se comprobé su capacidad para inducir la
expresion de CD23.

Estudios genéticos de la enfermedad de Paget
6sea: evidencia de heterogeneidad genética
Ponente: M.T. Navio Marco.

Directores: Dr. Martin Mola, Dr. Morales Piga

y Dr. San Millan Lépez.

Hospital: Hospital Ramoén y Cajal.

Universidad: Universidad Auténoma de Madrid.

Introduccion

La enfermedad de Paget (EP) es una enfermedad
metabdlica 6sea de etiologia poco conocida. Se ha
documentado que del 15 al 40% de los pacientes
con EP tienen una historia familiar positiva de en-
fermedad, y los familiares en primer grado de estos
pacientes tienen un riesgo siete veces mayor de pa-
decerla que los controles. Esta tendencia a la agre-
gacion familiar sugiere la existencia de factores ge-
néticos.

Un estudio genético ha identificado que el gen que
condiciona la ostedlisis expansiva familiar (OEF),
entidad similar y posible variante de la EP, se loca-

liza en una region del cromosoma 18 (18q21.1-22)
del genoma. En otro estudio también se ha identifi-
cado ligamiento genético significativo entre este
gen y la EP familiar.

Objetivos

El propésito principal de este trabajo es investigar
si existe también ligamiento genético entre la re-
gion del cromosoma 18q21.1-q22 y la EP familiar
en nuestro medio.

Material y métodos

Se realizaron estudios en 6 familias con miembros
afectados de EP en seguimiento en el Servicio de
Reumatologia del Hospital Ramén y Cajal. El total
de individuos estudiados ha sido de 89, de los cua-
les 25 estaban afectados de EP. Se llevd a cabo la
cuantificaciéon de fosfatasa alcalina y el estudio ra-
diolégico y gammagrafico de confirmacién en los
casos. Se aislé6 ADN de las muestras sanguineas y
se realiz6 la tipificacién con microsatélites polimor-
ficos por amplificacién con PCR del ADN gendémi-
co. Posteriormente, se realiz6 andlisis de ligamiento
a dos puntos y multifactorial por el método estadis-
tico lod score. Se acepta que no existe ligamiento
genético si la suma de lod scores es inferior a —2.

Resultados

Como resultado hemos evidenciado que no existe
ligamiento genético entre la enfermedad, en las fa-
milias estudiadas, y el intervalo genético propuesto
para la OEF y EP. El trabajo se ha completado con
el estudio de regiones candidatas y un rastreo ge-
ndémico completo descartando ligamiento.

Conclusiones

En conclusiéon, este trabajo demuestra que el gen
de susceptibilidad propuesto en la EP no es el res-
ponsable de la enfermedad en familias espafiolas y
evidencia que existe heterogeneidad genética no
alélica, lo cual indica la existencia de una segunda
localizacién genética en esta enfermedad.

Virus de la hepatitis C y autoinmunidad. Papel
etiopatogénico del VHC en las enfermedades
autoinmunes sistémicas

Ponente: Manuel Ramos i Casals.

Directores: Dr. Miguel Ingelmo Morin y Dr. Josep
Font Franco.

Hospital: Hospital Clinico. Barcelona.

Universidad: Universidad de Barcelona.

Objetivos

Estudiar la prevalencia y las caracteristicas clinicas
de la infecciéon por VHC en pacientes con enferme-
dades autoinmunes sistémicas (sindrome de Sjo-
gren, lupus eritematoso sistémico) y el papel de la
crioglobulinemia en la «imulacién» de enfermedad
autoinmune sistémica.
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Material y métodos

Hemos analizado el papel del VHC y la crioglobuli-
nemia en dos grupos de pacientes: 90 pacientes
con sindrome de Sjogren (SS) y 134 pacientes con
lupus eritematoso sistémico (LES).

Resultados

En los 90 pacientes con SS hemos hallado un sub-
grupo de pacientes (14%) con infeccién por el
VHC, con unas caracteristicas clinicas e inmunolo-
gicas diferenciales. Ademads, el 47% de nuestros pa-
cientes con SS y crioglobulinemia presentan infec-
cién créonica por VHC. En los 134 pacientes con
LES hallamos un subgrupo de pacientes con infec-
cioén por el VHC (11%), con unas caracteristicas cli-
nicas e inmunolégicas diferenciales. Existen tres
grupos diferenciados de pacientes con LES y anti-
cuerpos antiVHC: 3 pacientes con un resultado fal-
so positivo en el ELISA-3, 9 pacientes con un lu-
pus-like secundario al VHC y 6 pacientes con
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ambas patologias coexistentes (LES e infeccién
VHC). La presencia de crioglobulinemia estd aso-
ciada a muchas de las manifestaciones de tipo au-
toinmune (sean clinicas o serolégicas) que presen-
tan los pacientes con VHC.

Conclusiones

La infeccién créonica por VHC puede presentar
unas caracteristicas clinicas e inmunolégicas que
plantean un diagnoéstico diferencial con determina-
das enfermedades autoinmunes y no con otras. Los
casos mds claros son el sindrome de Sjogren (se-
quedad de mucosas, pruebas oculares positivas, in-
filtracion linfocitaria glandular e inmunologia posi-
tiva), el lupus eritematoso sistémico (cuadro
articular, citopenias, afeccién renal, hipocomple-
mentemia y ANA) y la artritis reumatoide (afecciéon
articular con FR positivo). La mayoria de estos pa-
cientes VHC presenta datos clinicos y/o biol6gicos
de afeccién hepdtica y sindrome crioglobulinémico.



