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I. RESUMEN

Las diferencias en frecuencias de HLA entre distintos grupos étnicos apoyan la necesidad de
determinar el perfil de HILA de poblaciones diferentes en la salud y en la enfermedad. El
objetivo del presente estudio fie determinar las freeuencias de los antigenos de HLA-A, -B,
-DR y -DQ en un grupo de 30 pacientes mestizos mexicanos con enfermedad mixta del
tejido conectivo (EMTC). Se estudiaron 100 sujetos sanos como grupo control. Los
pacientes se clasificaron en subgrupos clinicos segin sus manifestaciones clinicas
predominantes, Los antigenos de HILA se tipificaron por ensayos de microlinfocitotoxicidad.
Dentro de los alelos mas frecuentes de los pacientes se encontraron A2, B35 y DRS, aunque
éstos no tuvieron diferencias significativas comparados con los controles. En cambio, el
alelo mas frecuente del locus HLA-DQ en los pacientes fue DQwl, el cual estuvo
aumentado significativamente comparado con controles (=0.0051). Una comparacién entre
los subgrupos clinicos y los controles mediante el analisis de varianza de Kruskal-Wallis no
mostrd ninguna diferencia en la distribucién de alelos de HLA. El aumento de DQwl en
- pacientes mexicanos con EMTC puede indicar la existencia de una susceptibilidad genética
particular, puesto que hay reportes previos en otras poblaciones de una asociacion entre
EMTC y otros alelos del HL.A, como DR4. Las diferencias en susceptibilidad podrian ser el
resultado de diferencias en trasfondos genéticos. La homogeneidad de las frecuencias de
HLA en la subclasificacion clinica realizada es congruente con el concepto de que la EMTC

es una entidad clinica independiente.



II. INTRODUCCION

IL1. EL SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD (SPH).

Definicién.

El sistema principal de histocompatibilidad (SPH o MHC, siglas en inglés de major
histocompatibility complex) es un conjunto de genes que se encuentran en el brazo corto del
cromosoma seis humano (Yunis, 1988), que abarca aproximadamente 5000 kb. Se encuentra
en la region 6p21.3 del cromosoma 6 humano (Morton ef al., 1984). Incluye a los genes de
HLA-A, -B, -Cw (SPH de clase I) y a aquellos de HLA-DR, -DP y -DQ (SPH de clase II),
cuyos productos se conocen comno antigenos de histocompatibilidad. También incluye a los
genes de las proteinas del complemento factor B, C2, C4A y C4B, y n los genes
estructurales de la enzima 21-hidroxilasa A y B (SPH de clase 1I1), asi como al gen de la

enzima glioxalasa I (GLO 1) (figura 1).
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Figura 1. Mapa del SPH humano. Las barras verticales indican las posiciones de los genes, cuyos nombres
estdn debajo. Tomado de Abderrahim et al., 1994,

La region de clase I abarca los genes de HLA-A, -B y -Cw, que codifican para proteinas que
se asocian con la f2-microglobulina y que se expresan en la membrana plasmética de todas

Ins células nucleadas. Esta region contiene ademés otros 4 genes: HLA-E (Koller er al,,
1988), HLA-F (Koller et al., 1989), HLA-G (Geraghty ef al., 1987) y HLA-H (Chorney et



al., 1990), que también codifican para proteinas que se asocian con fi2-microglobulina, pero
sus patrones de expresion son diferentes a los de lag moléculas clasicas HLA-A, -By -Cwy
tienen menos polimorfismo. La clase 1 abarca al menos 2000 kb (Abderrahim ef al,, 1994)

(figura 2).
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Figara 2, Mapa de la region del SPH humano de clase I Incluye algunos de los genes encontrados

recientemente, Las flechas indican fa direccién transcripcional de los genes. Tomado de  Amadou et al,
1995,



Se han descrito otros genes de clase 1. En humanos, asi como en las demds especies de
mamiferos estuciados, la mayoria de los miembros de clase T del SPH son pseudogenes o
fragmentos génicos, El gen OTE3 estd a 100 kb telomérico a HLA-Cw (Crouau-Roy ¢f af.,
1994). El gen S esti a 60 kb distal a OTF3 (Zhou y Chaplin, 1993). Il gen TUBB esta entre
el gen S y el HLA-E (Volz er al., 1994). il gen HSRI, que codifica para una proteina G, se
localiza cerca de HLA-L (Vernet ef al., 1994). El gen B30-2 esta entre HILA-A y HLA-E
(Vernet er al., 1993a).

Durante la busqueda de nuevas secuencias codificantes en la region de clase I del SPH, se
encontrd un exon llamado B30-2, que codifica para un péptido de 166 aminoacidos, muy
similar al dominio carboxilo-terminal de diversas secuencias, tales como el antigeno Ro (SS-
A/Ro) nuclear humano de 52 kD del sindrome de Sjogren, cuyo gen esti en el cromosoma
11p15.5 humano, y otras proteinas, como la llamada "ret finger protein" o RFP y la
butirofilina, cuyos genes parecen estar en el cromosoma 6p22 humano (Vernet ef al,
1993b). La REP estd Intimamente asociada con la matriz nuclear y tiene actividad de unién
- con el DNA; la butirofilina es una glucoproteina de membrana que rodea a glébulos de grasa

de la leche y se expresa en glandula mamaria en lactacion.

La region de clase I parece contener muy probablemente muchos genes y esto indica la
posibilidad de que estas nuevas secuencias ain por conocer puedan participar en el

desarrollo de diversas enfermedades ligadas al HLA (Venditti ¢f al., 1994).

La region de clase II abarca aproximadamente 1000 kb y es centromérica a la region de
clase I (figura 3). Se divide en subregiones que ticnen los genes que codifican para
glucoproteinas o y P de los heterodimeros polimérficos DP, DQ y DR, que se encuentran en

la membrana de linfocitos B y de linfocitos T activados.

Se han identificado nuevos genes, los de la serie "RING" (genes TAP y LMP) y genes PFS,
entre las subregiones DQ y DP. Parecen tener funcién de proteasas o participar en el

transporte de péptidos (Glynne ef al,, 1991; Kelly et al,, 1991),
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Fignra 3. Mapa de b region del SPH hwnano de clase I Tomado de Cavter 7 al,, 1994,

Los genes TAP1 (antes RING4 6 PSI'1) y TAP2 (antes RING1] 6 PSF2) son genes de
proteinas transportadoras asociadas con el procesamiento de antigenos (Trowsdale ef al.,
1990; Deverson et al,, 1990). Codifican para proteinas requeridas para transterir péptidos
antigénicos del citoplasma al reticulo endoplasmético, donde se asocian con moléculas de
HLA de clase 1. La localizacion de los genes de proteinas transportadoras dentro de la
region de la clase II, entre los loci DPA y DPB, vy la identificacion de polimorfismo alélico,
indican que estos genes son candidatos para susceptibilidad a enfermedades relacionadas con
el SPH (Caillat-Zucman et al., 1993),

Los genes TAP podrian influir en el grado de expresion de complejos de péptidos y
moléculas del SPH de clase 1. En las ratas, el polimorfismo de TAP2 modifica el espectro de
péptidos presentados en la superficie celular y su reconocimiento posterior por linfocitos T

(Caillat-Zucman ef al,, 1993).

Los genes LMP6 y LMP7, localizados en la misma regién que TAPI y TAP2, representan
dos subunidades del complejo del proteasoma y participan en la degradacion de proteinas
endogenas antes de ser transportadas al reticulo endoplasmatico (Goldberg ¢1 al., 1992). Las
anormalidades en esta via también podrian asociarse con la predisposicion genética a

enfermedades (Caillat-Zucman et al., 1993),



La region de clase I11 del SPH esta entre las regiones 1y 11, y se divide en 2 subregiones. La
region centromérica tiene 100 kb y contiene los genes C2, Factor B, C4A y C4B, asi como 2
copias del gen de la 21-hidroxilasa (Carroll er al., 1985). La region telomérica contiene al
menos 20 genes, incluso los de los factores de necrosis tumoral o0y B (TNFor y TNF o
linfotoxina, L'T), 3 genes de proteinas de choque térmico (HSP, heat shock protein) y el gen

RD, asi como otros genes aln no caracterizados (Spies ef al., 1989).

Los dos genes de TNFo y TNF[} estan ligados y dispuestos en fandent en ¢l genoma del
humano, raton y conejo, y se encuentran entre los genes de clase 1 y clase HI (Spies ¢/ al.,
1986; Dunham ef al, 1987). El locus TNF humano tiene microsatélites de tamafio
polimorfico y pueden usarse como marcadores de polimorfismo genético (Nedospasov ef

al., 1991).

Se ha clonado la region de clase II del SPH en cromosomas artificiales de levadura (YACs,
yeast artificial chromosomes), asi como loci ligados a HLA-B y a HLLA-Cw. Sin embargo,
~ apenas en 1994 se logro un YAC de 4000 kb que abarcara todo ¢l SPH y se pudo completar
el mapa de la region de clase 1 a partir de 15 YACs que abarcaban 2000 kb. Se cloné el SPH

completo por primera vez (Abderrahim ef al. 1994).

Amadou ef al. en 1995 reportaron un nuevo marcador (LP1) y un nuevo gen (TCTEX-5)
entre HLA-Cw y HLA-A. Ademés mapearon 4 nuevos marcadores y genes teloméricos a
HLA-F, que son: MOG, TU42, D6SI31E y RFP.(figura 2). También demostraron que los
genes PRL, HI1.5 y BT (que se encuentran ¢n ¢l cromsoma humano 6p21.3-p22) y D6S105,
se encuentran a 1 cMorgan telomérico de HLA-A y son teloméricos a RFP. Esto esl
importante en particular para la locelizacién del locus de la hemocromatosis hereditaria,
pues el locus HLA-A y D6S105 tienen una fuerte asociacion alélica con esta enfermedad

(Jazwinska et al., 1993).



£l SPH y enfermedades.
Los trastornos autoinmuunes se dividen en subgrupos segin factores clinicos, serologicos y
genéticos. Estos altimos pueden ser los elementos mas poderosos que determinan ¢l tipo y ¢l

curso de la enfermedad en cada paciente (Ruuska er al,, 1992).

Se ha observado que diversos alelos y haplotipos del MHC se asocian con més de 50
enfermedades. (Tiwari y Terasaki, 1985). Por ¢jemplo, la region de HLA-A se asocia con
hemocromatosis; ciertas enfermedades autoinmunes multigénicas como la  diabetes
dependiente de insulina, la artritis reumatoide, la esclerosis maltiple y la miastenia grave, se
asocian con alelos de DR o DQ; los genes de enfermedades monogénicas como deficiencias

de C2 y C4 e hiperplasia adrenal, se localizan en la region de clase 111 del SPH.

Por otro lado, los hallazgos aparentemente confusos de las asociaciones de HLA con
enfermedades que ticnen caracteristicas heterogéneas podrian explicarse al menos en parte

por las asociaciones con autoanticuerpos (Genth ¢f al., 1990).

El SPH en mestizos mexicanos.

La poblacion normal mestiza mexicana se caracteriza por presentar un perfil de HLA
particular. Se ha encontrado que los alelos més frecuentes en esta poblacién son A2, B16,
DR4 y DQw3 (De Leo ef al., enviado a publicacién; Weckmann ef al., en prensa). Las
frecuencias de estos alelos distinguen a los mestizos mexicanos de las poblaciones

caucasicas.

Con respecto a enfermedades reumaticas, la poblacion mexicana también tiene una
susceptibilidad peculiar cuando se le compara con otros grupos étnicos. En pacientes con
artritis reumatoide (AR), hay un aumento significativo de Al, DR3 y DQ2, y un decremento
significativo de A31, cuando se comparan con controles (Avila-Portillo er af,, 1994); en
pacientes mexicanos con esclerosis generalizada progresiva (EGP), las frecuencias de DRS y
de DRw52 estdn aumentadas (Vargas-Alarcon ef al., 1995); y en pacientes mexicanos con

lupus eritematoso generalizado (LEG), los alelos DR3 y DR7 se han encontrado
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aumentados (Granados e al., en prensa). Puesto que existen diferencias en las frecuencias
de HL.A entre distintos grupos étnicos, la determinacion de dichas frecuencias en otras

enfermedades autoinmunes en mexicanos tiene gran importancia.

IL2. ENFERMEDAD MIXTA DEL TENDO CONECTIVO (EM'TC)

Definicion,

La enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC) es un padecimiento autoinmune
caracterizado por la presencia de titulos de hemaglutinacion elevados de anticuerpos séricos
contra ribonucleoproteinas pequefias nucleares (U-snRNPs) (Hoftiman ef al., 1991), en
particular contra el polipéptido de 70 kD asociado con ¢l RNA UL La existencia de la
EMTC se propuso cuando se encontro que los pacientes que tenian caracteristicas de dos o
mis enfermedades del tejido conectivo, tenian titulos elevados de anticuerpos contra el
componente sensible a ribonucleasa de un antigeno extraible del nicleo celular y se ha
sugerido que la EMTC es una entidad clinica independiente (Sharp er al., 1972). Los
pacientes con EMTC tienen un conjunto de manifestaciones clinicas que los separan de otras
enfermedades del tejido conectivo, tales como LEG, polimiositis/dermatomiositis (PM/DM),

EGP y sindrome de Sjogren (SS).

La EMTC tiene un grupo de manifestaciones principales que cuando ocurren en conjunto,
permiten el diagnostico aun en ausencia del autoanticuerpo marcador serologico. Cuando se
presentan tres o mids de estas manifestaciones, se reinen los criterios para diagnosticar

EMTC (Alarcon-Segovia y Villarreal, 1987, Alarcon-Segovia y Cardiel, 1989) (tabla 1).

La especificidad de los cinco criterios clinicos para EMTC mostrados en la tabla I, sin
considerar anticuerpos anti-RNP, ha sido de 99.5% contra LEG y de 100% contra todas {as
otras enfermedades del tejido conectivo (AR, EGP, PM/DM y SS). Con cuatro criterios, la
especificidad es de 96% contra todas y con tres criterios es de 91.8%. La especificidad para
EMTC contra todas las otras enfermedades alcanza 100% con cuatro 6 cinco criterios y
99.6% con tres criterios cuando se incluyen anticuerpos anti-RNP. La sensibilidad es similar
(Alarcon-Segovia, 1994),
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Hay un predominio notable del sexo femenino en EMTC, que varia de 16:1 a 79:1
(proporeion de mujeres a hombres) (Nakae e al, 1987). Por otro lado, la EMTC se
presenta en la segunda o tercera década de la vida, pero tambicn puede presentarse en la

nifiez y en la vejez.

En el caso de la triada de edema de manos, acroesclerosis y fendmeno de Raynaud, se
requiere al menos una de lus otras dos manifestaciones clinicas propuestas por Alarcon-

Segovia y Villarreal en 1987 para poder distinguir a la EMTC de la esclerodermia.

Sharp (1987) y Kasukawa (1987) propusieron manifestaciones clinicas para proponer sus
criterios para EMTC. Hay una muy buena concordancia entre estos criterios complejos y los

mas simples propuestos por Alarcon-Segovia y Villarreal (1987)..

Existen algunas manifestaciones clinicas, radiologicas y patologicas que parecen ser mas
comunes en EMTC que en cualquier otra enfermedad del tejido conectivo. No son
suficientemente frecuentes para incluirlas como criterios para EMTC, pero cuando se
presentan en un paciente con una enfermedad aparente del tejido conectivo, indican la
posibitidad de EMTC y la necesidad de determinar anticuerpos anti-RNP (Alarcon-Segovia,
1994), Dentro de estas manifestaciones se encuentran edema de la frente, perforacion del
septo nasal, neuralgia del trigémino, nddulos reumatoides numerosos en antcbrazos y

manos, calcinosis yuxtaarticular y otras.

Controversias acerca del concepto de EMTC,

Desde que surgio ef concepto de EMTC, éste ha recibido diferentes criticas, acerca de si en
realidad se trata de una entidad clinica distinguible (De Clerck ef al., 1989; Lazaro et al.,
1989; Black ef al,, 1992) o si es una ctapa intermedia de una enfermedad en evolucion.
Algunos autores afirman que la EMTC se diferencia en EGP, LEG o AR (Bennett ef al.,
1980; Nimelstein ¢f al., 1980, Gendi et al., 1995).
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La existencia de la EMTC como una entidad particulas no ha tenido reconocimiento amplio,
en cambio, se le ha considerado como una enfermedad indiferenciada del tejido conectivo
(Black er al., 1992). Hay autores que afirman que la EMTC representa una fase transitoria y
temprana de una enfermedad mejor definida (LeRoy ef al., 1980). Esto puede deberse a una
falta aparente de datos especificos, tanto clinicos como de laboratorio, y en particular a su
prevalencia relativamente baja, lo que limita la experiencia clinica individual con la EMTC,
asi como la disponibilidad de suficientes pacientes para estudios clinicos a largo plazo y para
pruebas terapéuticas (Alarcon-Segovia, 1994). Por otro lado, dos o mas enfermedades del
tejido conectivo podrian ocurrir simultdneamente o en secuencia ¢n un mismo paciente, lo

que constituiria los llamados sindromes de sobreposicion (Alarcon-Scgovia, 1994).

Lazaro ef al. reportaron en 1989 un estudio sobre un grupo de 27 pacientes con
manifestaciones clinicas de dos o mis enfermedades del tejido canectivo. Evaluaron la
presencia de anticuerpos anti-RNP para observar si identificaba a un grupo aislado de
pacientes. No encontraron diferencias significativas en aspectos clinicos entre pacientes con
o sin anticuerpos anti-RNP. No lograron identificar ninglin subgrupo particular dentro del
sindrome de sobreposicion mediante la presencia de dichos anticuerpos, por lo que

concluyeron que la EMTC no es una entidad propia.

Gendi er al. reportan en 1995 un trabajo en el que 25 de 39 pacientes con EMTC tuvieron
"evolucion" hacia una enfermedad mas definida del tejido conectivo. Y con base en sus
datos genéticos, hay un subgrupo de pacientes con EMTC que permanece "indiferenciado”,
segln proponen debido a la falta de ciertos genes "facilitadores”. Concluyen que el HLA
podria ayudar a predecir la evolucion de fa EMTC, pues indican una aséciacién de antigenos |
de HLA con la evolucion de la EMTC. Opinan que con el tiempo, los pacientes con EMTC
ﬁxdiferenciada se diferenciaran y que esto podra observarse con un seguimiento de los
pacientes por unos 20 aflos. No apoyan el concepto de la EMTC como entidad

independiente.
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También De Clerck er al. reportan en 1989 que en ¢l seguimiento de 18 pacientes con

EMTC, el 70% evoluciono a EGP o a LEG.

Por otro lado, Lundberg y Hedfors muestran en 1991 un indice bajo de diferenciacion por
25 aflos en 32 pacientes con anticuerpos anti-RNP, a favor de que la EMTC si es una

entidad aislada.

Hay un modelo para explicar la heterogencidad de manifestaciones clinicas y su
sobreposicion frecuente en EMTC: propone que uno o mas factores etiologicos estimulan el
desarrollo de fa EMTC en un individuo susceptible, huego los alelos de HLA influyen ¢n el
conjunto de autoanticuerpos producidos y éstos influyen en las manifestaciones clinicas

particulares de cada individuo (Hatley ¢f af., 1989).

A este modelo, Hoffman er al. (1990) agregan que la produccion de autoanticuerpos en
EMTC podria resultar de una interaccion mas compleja de dos 0 mas genes no ligados entre
si, con un agente etiologico desconocido. Podria tratarse de genes no ligados entre si, como
DR4 y el fenotipo Gm 1,3:5,21 (véase mds adelante). La interaceion de un agente etiologico
desconocido con dos 0 mas genes explicaria el riesgo relativo bajo de DR4 y la penetrancia

débil de la produccion de autoanticuerpos anti-U1-70-kD en familias.

Ademas de diferencias inmunogenéticas entre EMTC y LEG, también hay diferencias
significativas en las frecuencias de ciertas caracteristicas clinicas. En EMTC se ha
encontrado mayor frecuencin (p<0.001) de fenémeno de Raynaud, edema de manos,
hipomotilidad esofégica, reflujo gastroesoféigico, miositis, telangiectasias (p<0.007) y-

esclerodactilia (Hoffinan et al., 1990).

Se ha encontrado que los pacientes con EMTC tienen hipergamaglobulinemia con mayor
frecuencia que los pacientes eon LEG o esclerodermia, pero presentan menor frecuencia de
ulceras en la piel, serositis, nefiitis, enfermedades del sistema nervioso central ¢

hipocomplementemia que los pacientes con LEG (Hfmeenkorpi ef al, 1993). Los
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anticucrpos anti-RNP y fas caracteristicas clinicas en conjunto indican que Ia EMTC es un

sindrome distinto desde el punto de vista tanto clinico como genético.

Autoanticuerpos en EMTC,

Anticuerpos anti-RNP. El mareador serologico de la EMTC es la presencia de anticuerpos
anti-RNP. Estos anticuerpos dan un patron nuclear moteado fino en inmumofluorescencia
para anticuerpos antinucleares. Sin embargo, los anti-RNP pueden desaparecer durante el
curso de la enfermedad y la deteccion de anti-RNP, en un andlisis de sindromes de
sobreposicion, no ha ayudado a identificar a un subgrupo particular de pacientes en algunos

Caso0s.

Con frecuencia se encuentran autoanticuerpos contra componentes de ribonucleoproteiuas
(RNPs) en sueros de pacientes con enfermedades del tejido conectivo. Al principio se
encontrd que los anticuerpos estaban dirigidos contra la parte proteinica de las RNPs, pero

después se describieron también anticuerpos dirigidos contra la porcion de RNA.

Las ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNPs) consisten de un  agregado
heterogéneo de RNA y proteinas en complejos macromoleculares. En sueros de pacientes
con EMTC, hay dos reactividades de anticuerpos dirigidos contra snRNPs: una dirigida
contra el antigeno Sm y otra conira el flamado antigeno RNP, Este Gltimo es un complejo
que consiste de una sola especie de RNA, ¢l U1, asociado con una proteina de 70 kD (antes
llamada U1-68kD), la proteina A y la proteina C (Petterson ¢f al, 1984; van Venrooij y
Habets, 1985). Estos péptidos son esenciales para el procesamiento del pre-mRNA. As, los

anticuerpos anti-RNP reaccionan contra el conjunto de proteinas U l-?d-l([), AyC.

El Sm es un complejo antigénico compuesto por RNAs U, U2, U4/U6 y US (o sea, Ul-
U6), asociados con proteinas lamadas BYB, D, E, F y G. Los autoanticuerpos contra estas
proteinas (anti-Sm) se encuentran tipicamente en los sueros de cerca del 30% de los
pacientes con LEG (Petterson ef al, 1986). Algunos pacientes con EMTC tienen

anticuerpos anti-Sm; se han encontrado anti-D, asociados a dafio renal, caracteristica mdas
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comun en LEG que en EMTC, por lo que aquellos pacientes con anti-D deben vigilarse por

la posibilidad de presentar enfermedad renal (Takeda e al., 1989).

Los métodos usados con frecuencia para estudinr anticuerpos anti-RNP y anti-Sm son
inmunodifusion, contrainmunoelectroforesis, hemaglutinacion pasiva con antigeno extraible
del nticleo (ENA, siglas en inglés) o con digestion previa con RNasa (Sharp er al., 1976), asi
como EL1SAs con proteinas individuales de las UlsnRNPs, aisladas de extracto de timo de

conejo (Takeda e al., 1989).

En un estudio de la frecuencia de autoanticuerpos contra la proteina U1-70 kD en EMTC y
LEG (Hoftman ef al., 1990), se encontrd que el 14% de los 22 pacientes con anti-U1-70 Kd
y con EMTC (de los cuales dos tenian enfermedad indiferenciada), tenia reactividad con las
proteinas BYB y ninguno reaccionaba con la proteina D. De los 34 pacientes negativos para
anti-U1-70 kD y con LEG, el 24% reaccionaba con la proteina D y el 75% lo hacia con
BY/B. Los pacientes con EMTC positivos para anti-U1-70 kD tenian reactividad poco
frecuente contra antigenos nucleares (18% reconocia $S-A [Ro] y 5% reconocia SS-B [La],
ninguno reconocia Sm, DNA ni la proteina D). En cambio, los pacientes con LEG
mostraron reactividades distintas, pues los que no reconocian a la proteina U1-70 kD, si
reconocfan al DNA, RNP, Sm y $8-A, con frecuencias mayores de 25%. Esto concuerda
con los hallazgos de Van Venrooij ¢f al. de 1987, que muestran que algunos sueros de
pacientes con EMTC reaccionan con el polipéptido de 70-kD con mayor frecuencia que los

sueros anti-RNP" de pacientes con LEG.

En un grupo de 38 pacientes con EMTC, 12 con LEG y 9 con una enfermedad
indiferenciada del tejido conectivo, se asoctaron concentraciones elevadas de anti-70-kD con
miesitis e hipomotilidad esofagica, asi como concentraciones elevadas de anti-BY/B y anti-D
con compromiso renal y pleuritis/pericarditis. En cambio, el fenémeno de Raynaud se asocia
con poca reactividad contra BYB y D (Takeda er al., 1989). En los pacientes adultos con
enfermedades del tejido conectivo, los autoanticuerpos anti-U1-70-kD con titulos altos

tienen asociaciones significativas con la presencia de esclerodactilia, edema de manos,
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fenomeno de Raynaud y telangiectasias. Asi, las caracteristicas clinicas de EMTC se asocian

con mayor frecuencia con anti-U1-70-kD y las de LEG, con anti-B'/B o auti-D.

Los anticuerpos anti-RNP de pacientes con EMTC que parecen ser mds especificos de la
enfermedad son los que reaccionan con la proteina de 70 kD. Aunque este autoanticuerpo
puede encontrarse en algunos pacientes con LEG, lo comiin es observarlo en titulos mucho
menores que en EMTC (Yasuma er al,, 1991); ademas, se ha observado que los pacientes
con EMTC activa tierten actividad anti-70-kD (antes conocida como anti-68-kD) mayor que
pacientes con EMTC inactiva, con LEG o con una enfermedad indiferenciada del tejido
conectivo (Takeda er al,, 1989). Los autoanticuerpos contra la proteina Ut-70 kD son

predominantemente de isotipo IgG.

Epitopos de la proteina de 70 kD. Se ha usado una proteina recombinante de UL-70 kD y
mutantes de la misma para mapear los epitopos de la especificidad fina de autoanticuerpos
humanos anti-U1-70 kD. Con el uso de ELISAs e inmunotransferencia (Takeda e al., 1989,
. Netter ef al,, 1988; Guldner er al, 1988), se ha encomtrado que hay uaa diversidad
considerable en la especificidad de estos anticuerpos, lo cual es tipico de una respucsta

inmune dirigida por antigeno.

Epitopos del RNA. Es importante conocer las regiones precisas del RNA Ul que son
blancos de anticuerpos, pues se ha observado que la concentracion del anticuerpo contra
ciertos epitopos del RNA U1 correlacionn con la actividad de la enfermedad y por ende,
dichos epitopos podrian participar en la pntogénesis de la enfermedad. Ademds, a definicion
clara de los epitopos podria tener valor dingnoéstico. Por otro lado, Ia definicion de los

epitopos seria Gtil para estudiar interacciones entre el RNA y proteinas en las RNPs (Hoet e/
al,, 1992),

Al hacer inmunoprecipitacion del RNA U1 y de sus dominios de RNA I, 11, HI y 1V, con

sueros de pacientes con EMTC o con sindrome de sobreposicion, la mayoria de los sueros

reconocieron la estructura de tallo y asa Il y el dominio 1V del RNA Ut (Hoet ef al,, 1992)
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(figura 4). Para distinguir los anticuerpos contra el dominio de union de Sm, de los

anticuerpos contra el dominio 1V, se usaron mutantes moleculares que carecian del dominio

de union de Sm. Se demostrd que los anticuerpos reconocen el dominio 1V y no el dominio

de union de Sm. Con esta informacion se hizo un mapeo de los epitopos del Ul RNA para

los autoanticuerpos.
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Figura 4. Estructura secundaria del RNA Ul humano. Los miuneros I-1V indican las regiones de tallo y asa.
Las letras A-E indican dominios de cadena sencilla, Tomado de Hoet ef al., 1992,

En el dominio de tallo y asa II, el principal epitopo esta en la porcién de tallo (el asa o rizo

del dominio II no es importante). En el dominio IV, la parte superior del tallo y el llamado

rizo E son importantes para el reconocimiento por autoanticuerpos. Es interesante que este

rizo E esth conservado en muchas especies, como en rRNAs (RNAs ribosomales) de

Escherichia coli.
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También se mostrod por inmunoprecipitacion que los sueros de los pacientes con EMTC
tenian reactividad no cruzada contra los dominios H y IV del RNA U1, habia por lo menos
dos poblaciones de anticuerpos anti-RNA Ul especificos. Se encontro que la conformacion
de ambos dominios 11 y IV es necesaria para el reconocimiento por los anticuerpos, es decir,
solo podian eliminarse pocos nucledtidos del RNA sin que hubiera pérdida de reactividad

con los sueros.

Los autoanticuerpos contra ¢l RNA U1 podrian originarse por mimetismo molecular, esto
€s, Por una respuesta contra un antigeno extrafio que compartiera epitopos con el RNA U1
0 podrian surgir como una respuesta contra un autoantigeno en si (mecanismo dirigido por
antigeno). En el caso de los dominios I y IV, no solo la secuencia de nucledtidos, sino

también Ja estructura terciaria son importantes para el reconocimiento.

Tanto para nifios como para adultos, parece que hay manifestaciones clinicas similares entre
individuos con titulos altos de autoanticuerpos contra la proteina U1-70 kD (Hoffinan et al.,

1993a).

La asociacion primarin de alelos de HLA podria no ser con los sindromes clinicos en si, sino
con los autoanticuerpos encontrados (Smolen et al., 1987; Genth er al., 1987). Los
autoanticuerpos que parecen asociados con HLA incluyen los anticuerpos contra SS-A
(asociados con DR3) y RNP (asociados con DR4). En algunos estudios (Genth ¢f al,, 1987),
la asociacion de DR4 con anti-RNP es muy fuerte y los pacientes anti-RNP positivos, con o

sin EMTC, tienen la misma frecuencia de DR4,

Otros autoanticuerpos. Los pacientes con EMTC pueden tener otros autoanticuerpos
ademés de los anti-U1-70 kD. Estos incluyen anticuerpos contra otras RNPs, conocidas
como RNPs heterogéneas nucleares (hnRNP), pero estos anticuerpos no son tan especificos

para EMTC como los anticuerpos contra la proteina de 70 kD (Fritzler ef al., 1984).

19



Anticuerpos antinucleares. Fn 1995, Gendi ef al. veportaron anticuerpos antinucleares en

16 pacientes con EMTC estudiados y tenfan titulas desde 1:80 hasta mas de 1:1,280.

Factor reumatoide. El factor reumatoide es otro autoanticuerpo presente con frecuencia en
sueros de pacientes con EMTC. Ocurre hasta en el 70% de los pacientes y tiene muchas
fluctuaciones, los titulos cambian durante el curso de la enfermedad sin razon aparente
(Alarcon-Segovia, 1994). En 1995, Gendi ¢f al. reportaron factor reumatoide umbral (titulo
1:80) en 8% y fue positivo (1:60 a 1:5,120) en 13%. Este anticuerpo no correlaciond con

DR4 ni con el tipo de artritis que presentaban los pacientes con EMTC.

Anticuerpos anti-fosfolipido, También se han descrito anticuerpos anticardiolipina (aCL) en
EMTC. Los aCL de isotipo IgG estan presentes en EMTC con una 7<0.01 con respecto a
individuos sanos. En LEG, los aCL IgG o IgM son mas frecuentes que en EMTC, El perfil
de aCL en EMTC es similar al de pacientes con LEG. En ambas enfermedades, las
concentraciones altas de IgG ¢ IgM son més comunes que niveles bajos y la frecuencia de
- aCL IgG es mayor que aquella de aCL IgM. En cambio, en EMTC no se encuentran
anticoagulante lipico ni VDRL falso positivo, mientras que en LEG se encuentran en 14.7%

y 7.7%, respectivamente (Doria et al., 1992).

En un estudio de 28 pacientes con EMTC (Doria er al., 1992) se reporto una prevalencia de
aCL IgG (con concentracion alta) de 17.8% y de 1gM de 7.1%. El 10.7% de los pacientes

con EMTC tenfan historia de trombosis recurrente y solo un paciente, de aborto recurrente.

Hay una correlacion significativa entre positividad de aCL y trombocitopenia en EMTC, de
acuerdo con lo conocido también para LEG, pero no se ha encontrado correlacion entre

anticuerpos antifosfolipido y trombosis o aborto recurrente en EMTC (Doria ef al., 1992).
Inmunologia Celular en EMTC,

Se conocen menos aspectos acerca de las anormalidades del sistema inmune celular en

EMTC que de las anormalidades serologicas (Becker et al., 1992).
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Linfocitos B. 1.a proporcion de autoanticuerpos contra RNP sobrepasa con claridad la de
todos los otros autoanticuerpos combinados, lo que sugiere una activacion oligoclonal mas

que policlonal de linfocitos 3 (Alarcon-Segovia, 1994).

Muchas clonas de linfocitos B que producen IgM anti-RNP reaccionan también con otros
antigenos, como DNA de doble cadena y de cadena sencilla (Okawa-Takatsuji et al., 1992).
Se cree que estos anticuerpos IgM polirreactivos pertenecen a los anticuerpos naturales, que
estan codificados por genes de inmunoglobulinas de linea germinal y que reaccionan con

conponentes celulares estructurales conservados, que incluyen a las RNPs.

Se han analizado las frecuencias de células precursoras de linfocitos B que producian
inmunoglobulinas anti-RNP, en sangre periférica de pacientes con enfermedades
autoinmunes generalizadas, que incluian a la EMTC entre otras. Las frecuencias de
precursoras de linfocitos B, activados con virus de Epstein-Barr, que producian IgG anti-

RNP, correlacionaron con los titulos de los sueros (Okawa-Takatsuji et al., 1992).

Linfocitos T. La asociacion de autoanticuerpos anti-RNP con ciertos alelos de HLA sugiere
que los linfocitos T podrian ser importantes en la produccion de autoanticuerpos. Los
hallazgos son compatibles con una respuesta inmune dirigida por antigeno y restringida por
FILA (Hoffiman et al., 1993b).

Se han estudiado los circuitos inmunorreguladores de linfocitos T en sangre periférica de
pacientes con EMTC y se ha encontrado que difieren de aquellos de pacientes con LEG,
EGP, PM/DM, AR o 88 (Alarcon-Segovia et al., 1985).

En un analisis de células mononucleares de sangre periférica de pacientes con EMTC
(Becker et al.,1992), se encontro que del total de células CD4+-, Jos porcentajes dé linfocitos
CD4+CD45RA* eran mayores que en controles sanos, mientras que el subgrupo de
linfocitos CD4+CD29+ estaba disminuido. En EMTC, las células CD4/CD45 tendian a estar
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inversamente correlacionadas con células CD4/CD29. Las cantidades absolutas de
CD4+CD29+ eran significativamente menores en EMTC y también en EGP, que en sanos;

los valores absolutos de células CD4+CD45RA+ no tenian diferencias significativas,

La distribucion de subgrupos de células CD4+ de los pacientes con EMTC fue constante en
intervalos de 3 4 6 meses y no se modificd con corticosteroides. No hubo correlacion entre

diferentes caracteristicas clinicas y niveles de células CD4-CD45RA 6 CD4-CD29.

Por otro lado, al cultivar las células mononucleares de pacientes cont EMTC en presencia de
fitohemaglutinina, la cantidad de linfocitos CD4+CD29+ aumento de manera notable y este
incremento fue menor en controles y en pacientes con EGP. El aumento de expresion de
CD29 podria provocar fa acumulacion de células de memoria CD4+ en tejidos y la

disminucion de las mismas en sangre periférica en EMTC.

Los sobrenadantes de células tratadas con fitohemaglutinina, de pacientes con EMTC, tenian
concentraciones similares de IL-2 que los sobrenadantes de pacientes con EGP, pero
mayores que aquellos de sanos. Se pensd que las diferencias de secrecion de -2 podrian

estar relacionadas con la cantidad de células CD4+CD45RA+,

Los pacientes con EMTC tenian menos linfocitos CD8+ que controles, similar a lo
observado por Melendro ef al. en 1983, pero el cociente CD4/CD8 y la cantidad de

linfocitos CD4+CD25+ no tenian diferencias significativas.

Falta aclarar si el desequilibrio de células CD4+ podria causar disminucion de la funcion

supresora de linfocitos T en EMTC (véase "Funeion supresora").

Con respecto a las clonas T autorreactivas, se ha estudiado la respuesta profiferativa de
clonas T reactivas contra polipéptidos purificados de snRNP (el de 70 kD y los polipéptidos
A, B/B y D). Las respuestas proliferativas fueron especificas y todas las clonas tenian el

fenotipo de células Th, restringidas por HLA-DR (Hoffman et al.,1993b). Se podria precisar
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el elemento de restriccion de HLA usado por cada clona T, mediante experimentos con

células L (murinas) cotranstectadas con genes de cadenas HLA-o/HLA-B.

Se han reportado células mononucleares de sangre periférica de pacientes con EMTC que
proliferan en presencia de una proteina de fusion del polipéptido U1-70-kD ¢ incluso se ha
mapeado en éste un epitopo de células T que abarca 63 aminodcidos de la porcion carboxilo
terminal (O'Brien er al.,1990). Hacen fhlta estudios acerca de la especificidad fina de los

péptidos antigénicos reconocidos por las clonas T,

Se piensa que la expansion de estas clonas T reactivas contra snRNP, dirigida por antigeno,

podria participar in vivo en la inmunopatogenia de EMTC y de LEG.

Por otro lado, se ha analizado la acumulacion de clonas de células T y su uso de genes de la
cadena V3 del receptor de la célula T (TCR-V), en células mononucleares de saugre
periférica de pacientes con EMTC (Okubo et al.,1994). Se encontrd que se acumuld un
" mayor nimero de clonas T que en individuos sanos. Los genes VB usados con frecuencia
fueron VPBI, 3, 4, 5.2, 14 y 16. Ademas, los linfocitos T mostraron respuestas proliferativas
en cultivo con la proteina A de RNP recombinante y las clonas asi estimuladas mostraron un

uso més restringido de genes de TCR-VP que fas clonas no estimuladas,

Estos resultados mostraron un uso restringido de TCRs dirigidos hacia ciertos
autoantigenos. Puede ser que la seleccion negativa de células T autorreactivas en el timo no

sea perfecta y que éstas escapen de la eliminacion ("delecion”) y proliferen en la periferia.

Funcidn supresora. Se ha demostrado que los anticuerpos anti-RNP de sueros de pacientes
con EMTC penetran a las células mononucleares vivas a través de receptores Fc (Alarcon-
Segovia e/ al., 1978). El mecanismo de entrada podria ser también mediante la union de los
anticuerpos con residuos de RNPs en la superficie celular. No se sabe si esta penetracion de
anticuerpo tiene una repercusion patogénica, pero después de entrar a las células, los

autoanticuerpos alcanzan su antigeno y modifican finciones celulares (Koelle ¢f al., 1991).
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Después de la penetracion de anticuerpos antinucleares 1gG a células T, se pierde la funcion
supresora, lo que a su vez permite una mayor produccion de anticuerpos antinucleares

(Alarcon-Segovia y Ruiz-Argiielles, 1980),

La penctracion del anticuerpo a células ‘T por ¢l receptor Fe causa su "delecion” y la
eliminacion de fa funcion supresora (Alarcou-Segovia er al., 1979). Existe funcidn supresora
en EMTC y LEG, pero no en AR, Las alteraciones de la funcion supresora celular parecen

participar en el desarrollo de autoinmunidad.

En un estudio de 11 pacientes con EMTC, todos ellos mostraron disminucién de linfocitos
T, comparados con sanos (Alarcon-Segovia y Ruiz-Argielles, 1980). Dentro de la poblacién
de linfocitos T, aquellos con baja afinidad por eritrocitos de carnero estuvieron mis
disminuidos y la disminucion dependia de la baja de células T con receptores Fc. También
habia menos células no T con receptores Fe. Ademas, la funcidn supresora, que aparecia
espontaneamente a los 7 dias de cultivo, disminuyé en EMTC. La adicion de anti-RNP clase

[G a cultivos de células mononucleares, disminuyd aon més la funcion supresora en EMTC.

Por lo tanto, se concluyd que la eliminacion de la funcion supresora se debe a la penetracion

del anticuerpo anti-RNP y que hay una subsecuente eliminacion de linfocitos T FeyRet.

La disminucion de la funcion supresora existe en EMTC y en LEG, pero esta funcion es

normal en EGP, AR y S8,

Células NK. La funcion de células NK en EMTC tiene un patron particular: aunque la
funcion NK es normal cn ensayos de liberacion de *'Cr con células K562, las células NK

responden poco a IL-2 (Gonzilez-Amaro ef al., 1984).

. Monocites. Los monocitos de sangre periférica de la mayoria de los pacientes con EMTC

producen IL-1 espontancamente, lo que indica su activacion in vivo. Esto también se



observa en EGP, pero solo en pocos pacientes con LEG y en cerca de dos tercios de los

pacientes con PM/DM (Alarcon-Segovia, 1994),

EMTCy HLA.,

Ciertos autores han reportado asociaciones de antigenos de HLA con EMTC. Sasazuki ef
al. (1979) reportaron una asociacion con HLA-B7 y HLA-Dw]. Takasaki e¢¢ al. (1983)
reportaron una asociacion con HLA-Bw55, aunque este hallazgo no pudo ser confirmado
por otro grupo (Juji ¢ al, 1986). En Inglaterra, se encontrd que el DR4 estaba
incrementado significativamente en EMTC (Black ¢f al., 1988), en particular en pacientes
con artritis, y también, las fiecuencias de alotipos Gm fueron distintas en pacientes con

EMTC comparados cott controles.

Nishikai y Sekiguchi reportaron en 1985 una asociacién de DQw3 con anticuerpos anti-RNP
en un grupo de pacientes con diferentes enfermedades del tejido conectivo, incluyendo

EMTC y LEG.

Los pacientes con EMTC que tienen autonnticuerpos IgG aumentados contra el polipéptido
U1-70 kD ticnen una prevalencia incrementada del antigeno DR4, comparados con

controles (Hoffman ef al., 1990).

No se han encontrado diferencias en las frecuencias de antigenos de HLA-A, -I3, o -Cw de
pacientes con EMTC y con anti-U1-70-kD, comparadas con aquellas de pacientes con LEG

sin este anticuerpo o con controles sanos (Hoffiman et o/, 1990).

Se ha observado que los pacientes caucasicos con EMTC que tienen anticuerpos contra el
polipéptido de 70 kD, presentan fos antigenos de histocompatibilidad HLA-DR4 6 DR2 ¢on
mayor frecuencia que individuos sanos o que pacientes que carecen de dichos anticuerpos
(Hoffiman ef al., 1990). Se ha reportado asociacion entre DR4 y anti-RNP, pero no entre
DR4 y EMTC en particular (Ruuska et al., 1992).
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Se ha encontrado una frecuencia de 64% de DR4 en pacientes con EMTC y con anti-U1-70-
kD; en cambio, en pacientes con LEG y sin este anticuerpo, DR4 tiene frecuencia de 18% y
es de 30% en individuos sanos, en un estudio de caucasicos (Hofliman ef al.,1990). Las
diferencias son significativas. El alelo DRw53 también es mas comin en EMTC coando hay

anti-U1-70-kD (82%) que en LEG sin este anticuerpo (47%) o en sanos (53%).

La asociacion entre positividad para anti-U1-70-kD) en EMTC y DR4 6 DRw53 puede
sugerir que la asociacion es, ya sea con DR4 0 con DRwS3 y en cada caso, el otro alelo se
asocia por estar ligado al primero. Quizd la asociacion sea en realidad infcuso con otro gen

ligado al haplotipo DR4-DRw53 (Hoflinan er al., 1990).

Ademas de asociacion con alelos de HLA, Genth ef al. reportaron en 1987 un estudio de 35
pacientes anti-RNP positivos alemanes, que inclufan a 23 pacientes con EMTC, en los que
estudiaron los fenotipos de las cadenas pesadas de IgG. Encontraron asociacion entre el

fenotipo Gm 1,3:5,21 y reactividad anti-RNP, asf como asociacion entre anti-RNP y DR4.

Como ya se menciond, algunos autores proponen que la EMTC es un subgrupo de LEG o
que la EMTC evoluciona hacia una enfermedad del tejido conectivo mds definida. Con
respecto a esto, Gendi ef al. han reportado en 1995 que los antigenos del SPH participan en
la diferenciacion de la EMTC: encontraron que el DRS estaba asociado con el desarrollo
final de EGP, DR4 con diferenciacion hacia AR, y DR3 con evolucion hacia LEG. No
obstante, otros han hallado que desde un punto de vista inmunogenético, la EMTC es
distinta del LEG. Ruuska ef al. reportaron en 1992 que los alelos A3, B35, Cw4 y DR4
estaban aumentados, y que B8 y DR3 estaban disminuidos en paﬁientes con EMTC,
comparados con pacientes con LEG. Estos (iltimos autores también reportaron que DR4, as
como el haplotipo B15-DR4, estaba incrementado de modo significativo en pacientes con

EMTC comparados con controles sanos.

En contraste con los pacientes con EMTC y anti-U1-70-kD), los pacientes con LEG y sin

dicho anticuerpo tienen mayor frecuencia de DR3, DR5 y DRwS52. Ademis el LEG se
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asocia con Al, B8, DR3, Dw3 y alelos nulos de C4A (Fielder f al., 1983, Bell ef al,, 1984,
Smolen ef al., 1987; Seuchter ef al.,1991; Batchelor,1993). Himeenkorpt ef al. reportaron
en 1993 que DR4 y Dw4 eran mds frecuentes en EMTC que en LEG, EGP, SS o individuos

sanos.

La inmunogenética ayuda a distinguir a la EMTC de la EGP. Se ha observado asociacion de
EGP con el haplotipo A1, B8, DR3 (Genth ef al., 1990), con los alelos A9, B35, DRI, y
asociacion significativa solo con DRS (Black ¢/ al,1984); también se ha reportado
asociacion en pacientes con EGP, de anticuerpos anti-DNA-toposiomerasa [ (S¢l70) y DR2.
Hoftman et al,, en 1990 reportaron que no encontraron asociacion entre EMTC (pacientes
con anti-U1-70-kD) y ninglut alelo de HLA reportado para EGP, es decir, HLA-AL, -B8, -
DR3 6 -DRS.

EMTC y Biologia Molecular del HLA. Se ha encontrado por estudios de biologia
molecular, que la EMTC se asocia con el subtipo DRB1*0401 (de DR4, que corresponde a
© Dw4) (Black er al,, 1988; Ruuska ef al,, 1992, Dong et al., 1993). La AR también se asocia
con el subtipo DRB1*0401 (Dw4), pero incluso con DRB1%0404 (Dw14), DRB1 *0405,'asi
como con el subtipo DRB1*0101 (de DRI, que corresponde a Dwl) (Watanabe ef
al., 1989).

En el caso de la AR, los subtipos de DR4 asociados presentan un epitopo compartido en la
tercera region hipervariable del gen DRB1 (de la cadena DR) y contribuye al sitio de union

del antigeno (Gregersen ef al., 1987).

Los andlisis de genética molecular (Lanchbury ef al, 1990) han demostrado que la mayoria
de los pacientes con EMTC y con fenotipo DR4 6 DR2 presentan también una region de
homologia en el gen DRBI, que corresponde a 7 aminoécidos en la proteina que se codifica,
Este epitopo compartido de las moléculas de DR de los pacientes con EMTC podria ser
importante para regular la respuesta autoinmune contra el antigeno de 70 kD de las

ribonucleoproteinas (U1-70-kD) (Kaneoka ef al., 1991).
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En el frabzjo de Kaneokn ef al (1992) se encontrd también la asociacion entre anticuerpos
anti-Ul -70-kD y EMTC, y se encontrd el epitopo compartido de 7 aminodcidos en subtipos
moleculares de DR2 & DR4, excepto en los subtipos DRBI*1601 y DRBI*1602 (subtipos
de DR2) y en el subtipo DRB1*0402 (de DR4). Por otro lado, Gendi ef al. reportaran en
1995 que 4 pacientes con EMTC tenian el subtipo DRB1*0103 de DRI, que es idéntico en
la tercera region hipervariable al subtipo DRB1*0402, o sea que se podria tratar de otro

epitopo compartido.

El epitopo compartido por los subtipos de DR2 y DR4 asociados con EMTC consiste de 7
aminoaciclos que tienen una relacion espacial en el sitio de union del antigeno, de la molécula
de HLA-BDR. Estos aminoacidos se encuentran en las posiciones 26F, 28D, 30Y, 31F, 32Y

(residuos que contribuyen a la lamina f plegada) y en las posiciones 70Q y 73A (que

contribuy-¢n a la porcion de o hélice de la bolsa de union del antigeno).

* El hallazgo del epitopo comiin de 7 aminodcidos en las moléculas de DR en los pacientes
podria indicar un tipo de respuesta inmune dirigida por antigeno (Kaneoka ef al, 1992). La
asociacio-n entre la EMTC y mas de un alelo de HLA podria explicarse por medio de este

epitopo compartido entre distintos fenotipos.

Otro estudio de EMTC en japoneses demuestra también la asociacion con el subtipo
DRBI *0+401 (de DR4) (Dong ef al,, 1993). En este trabajo de 64 pacientes con EMTC y 53
con LEG, se encontraron frecuencias incrementadas en EMTC de DRBI*0401,
DRBI *(901, DRB4*0101 y DQA1*03, asi como frecuencias disminuidas de DRB1*0405 y
DQBE*0401. En LEG estaban aumentados los subtipos DRB1*1501, DRB5*0101 y
DQBI*Q602.

La tipifacacion en este trabajo sugiere que la susceptibilidad a EMTC estd asociada
fuettemente con el haplotipo HLA-DRB1*0401-DRB4*0101-DQA1*03-DQB1*0301 y la
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susceptibilidad al LEG se asocia con el haplotipo DRBI*1501-DRB5*0101-DQAT*0102-
DQBI*0602. Esto apoya el coneepto de que la EMTC es una entidad distinta del LEG.

o~

EMTC en niflos. De Rooij et al. reportaron en 1989 un estudio de 5 nidos con
autoanticuerpos anti-U1L-70-kD y describieron que presentaban artralgias o artritis, edema

de manos, fenomeno de Raynaud y anormalidades de la funcion pulmonar,

En un reporte de EMTC en nifios (Hoftinan ef al,, 1993a) se estudiaron 10 nifias y I nifio
con edades promedio de 12.9 affos. Las manifestaciones clinicas mas notables fueron
artralgias/artritis, edema de manos, fenémeno de Raynaud, capacidad de difusion anormal
para monoxido de carbono y esclerodactilia, hallazgos similares a los de De Rooij e af
reportados en 1989, Los nifios presentaban con poca frecuencia nefiitis, enfermedad
cardiaca, trombocitopenia, esclerosis difusa y enfermedad del sistema nervioso central. En
cuanto a la inmunogenética, 6 de 9 pacientes (67%) tenian ¢l alelo DR2 y 44% ¢l DR4.
Estos 9 tenian ya fucra DR2 6 DR4, a diferencia de 52% en controles. Un s6lo paciente era
- heterocigotico DR4/DR2. Aunque los 11 pacientes tenian prevalencia alta de artritis y habia
positividad para factor reumatoide en 8 de los 11, estos (ltimos tenian baja frecuencia de
DR4. Ninguno tenia artritis erosiva, similar a lo observado en adultos con enfermedades del
tejido conectivo y antoanticuerpos anti-U1-70-kD. La asociacion de DR4 y DR2 con EMTC
en niffos y sus caracteristicas clinicas son semejantes a las reportadas para adultos con

autoanticuerpos anti-U1-70-kD.

Por otro lado, los 11 niffos con EMTC tenian autoanticuerpos anti-U1-70-kD, 3 tenian
anticuerpos contra el polipéptido D del antigeno Sm y 9 reconocian los polipéptidos BYB.
En este dltimo caso, se pens6 que esta reactividad en la mayoria era una especificidad por un

epitopo distinto del asociado con autoanticuerpos anti-Sm caracteristicos de LEG.
Los nifios con enfermedad grave o que fallecieron tenfan autoanticuerpos anti-DNA de

doble cadena y contra el polipéptido I de las snRNPs. Solo 3 pacientes tuvieron enfermedad

renal, los cuales presentaban anticuerpos lgG anti-D y tenian ademds el alelo DR2,
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1, OBJETIVOS

Las diferencias en las frecuencias de HLA entre distintos grupos ¢étuicos apoyan la necesidad
de determinar el perfil de HLA de diferentes poblaciones, tanto en la salud como en la

enfermedad. Los objetivos de este trabajo fueron:

1. Tipificar el HLA de clase |y de clase II de pacientes con EMTC, mediante técnics

seroldgica, para conocer las frecuencias de los diferentes alelos.

2. Averiguar si existen asociaciones entre alelos de HLA y ln EMTC en pacientes mestizos

mexicanos, o entre el HLA y las variables clinicas o seroldgicas de los pacientes con EMTC,
3. En caso de encontrar asociaciones, observar si el HLA ayuda a distinguir a la EMTC de

otras enfermedades autoinmunes similares, como LEG, AR, EGP o PM/DM, lo que

apoyaria el concepto de que la EMTC es una entidad independiente.
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1V. METODOS

IV.1, PACIENTES.

Se seleccionaron 52 pacientes con EMTC que han acudido al Departamento de Inmunologia
y Reumatologfa del lustituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubiran, De los 52
pacientes, 30 fueron escogidos (y el resto eliminados), debido a que eran los que reunian
claramente los criterios de EMTC y éstos conformaron el grupo de este estudio de HLA. La
clasificacion fue realizada segin definiciones estrictas. Todos los cusos fucron clasificados
por un reumatodlogo certificado, con expericncia en este tipo de pacientes, segan los criterios
propuestos por Alarcon-Segovia y Villarreal en 1987. Esta clasificacion fue ciega a los
resultados de HLA.

Debido a que existe una enorme controversia sobre la integridad de la EMTC como entidad
clinica distinta, se realizd un andlisis de subgrupos. Los pacientes se clasificaron en cinco
_ subgrupos clinicos de acuerdo con sus manifestaciones clinicas predominantes. Cada
subgrupo inclufa a aquellos pacientes con EMTC cuyas manifestaciones clinicas
predoiinantes correspondian a los criterios de una de las siguientes cinco enfermedades
reumiticas: EMTC (criterios de Alarcon-Segovia y Villarreal, 1987), LEG (criterios de Tan
et al., 1982), EGP (criterios del subcomité para los criterios de esclerodermia, del comité de
criterios diagnosticos y terapéuticos de la Asociacion Americana de Reumatismo, 1980), AR
(crit‘erios de Arnett ef al., 1988) o PM/DM (criterios de Bohan y Peter, 1975). Esta
clasificacion fue realizada por el mismo evaluador antes mencionado. También se estudiaron
los pacientes con EMTC que reunfan los criterios para la clasificacion de fas cuatro -

enfermedades reumaticas ademas de EMTC.

IV.2, CONTROLES,

El grupo control estuvo constituido por 100 individuos mestizos mexicanos sanos,
tipificados en el Instituto Nacional de {a Nutricion Salvador Zubiran (Weckmann ef al., en

prensa, De Leo ef al., enviado a publicacion).
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IV.3. TIPIFICACION DE ANTIGENOS DE HLA.

Se tipificaron los antigenos de HLA de clases 1y 11 mediante ensayos convencionales de
microlinfocitotoxicidad con células mononucleares de sangre periférica (McCloskey ef al.,

1993). Los antigenos de clase 11 se tipificaron con linfocitos B aislados de sangre periférica.

1V.4. ANALISIS ESTADISTICO.

Se obtuvo la frecuencia de cada antigeno de HLA (frecuencia fenotipica) por cuenta directa.
Las frecuencias de HLA se determinaron en el grupo final de 30 pacientes con EMTC, asi
como en cada subgrupo clinico, y en cada uno de los citerios de las cinco enfermedades
reuméticas. Se compararon estas frecuencias con aquellas de los controles. La comparacion
estadistica de las frecuencias se realizo mediante prueba de x° o prueba exacta de Fisher,
usando tablas de contingencia. Se considerd estadisticamente significativo un valor de p
menor de 0.01. La distribucion de las frecuencias de alefos de HLA-A, -B, -DR y -DQ entre
“los subgrupos clinicos de EMTC, LEG y EGP, y controles, se compard usando el analisis de

varianza de Kruskal-Wallis (Mendenhall et al., 1994).
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V. RESULTADOS

V.1. GRUPQ TOTAL DE 30 PACIENTES.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en la tabla 2.

Locus HLA-A.

La tabla 3 muestra las frecuencias de los alelos de HLA-A, -B, -DR y -DQ. En el locus
HLA-A, el alelo A2 se encontrd incrementado en el grupo de 30 pacientes, comparados con
controles, aunque el valor de p no fue significativo (0.034). A2 tuvo una frecuencia de 0.70
en los pacientes y representd el alelo mas comiin en este locus. Los alelos A9, A19 y A28,
que son muy comunes en la poblacion normal mestiza mexicana (Weckmann ef al,, en
prensa), no fueron significativamente distintos en los pacientes con EMTC. El alelo Al, que
se ha encontrado reiteradamente aumentado en diversas enfermedades autoinmunes, incluso

LEG, tuvo una frecuencia casi idéntica en pacientes con EMTC y en controles.

~ Locus HLA-B.

No se encontraron diferencias significativas en los pacientes cuando se compararon con
controles. El alelo mas frecuente en los pacientes con EMTC fue B35 (0.48), seguido de BS
(0.31) y B16 (0.21). Los alelos B35 y B16 son los antigenos mas comunes del locus HLA-B
en la poblacion normal mestiza mexicana (Weckmann ef al., en prensa). Cuando se
compararon con controles, BS y B35 estaban incrementados y B16 estaba un poco
disminuido en los pacientes. El alelo B8, asociado con enfermedades autoinmunes, tuvo una

frecuencia similar en pacientes y controles.

Locus BLA-DR,

El alelo més frecuente en los pacientes con EMTC fue DR5 (0.33), el cual se ha reportado
como asaciado con esclerodermia (Gladman er al,, 1981); estaba aumentado, aunque no
significativamente al comparar con controles. Ninguna frecuencia en el locus HLA-DR fue
significativamente distinta en los pacientes, aunque ciertos alelos estaban incrementados o

disminuidos. El alelo DR4, que se ha asociado con EMTC, no estaba aumentado en los
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pacientes. De hecho, su frecuencia estaba disminuida (0.38) al comparar con controles
(0.57). El DR4 es el alelo mas comin en este locus en la poblacion normal mestiza
mexicana. Otras alelos aumentados en tos pacientes fueron DR1 (0.29), DR2 (0.29) y DR8
(0.24). En este grupo de pacientes, el alelo DR3 no tuvo una frecuencia significativamente

distinta cuando se compard can controles.

Locus HLA-DQ.

En este locus, se encontrd un aumento significativo del alelo DQw! en los pacientes con
EMTC comparados con controles (0.71 vs. 038, p=0.0051, razon de nomios: 4.08,
intervalo de confianza del 95%: 1.34 a 13.82). Los alelos DQw2 y DQw3 estaban
disminuidos y el alelo DQw4 estaba aumentado en los pacientes, pero sin significancia

estadistica.

V.2. SUBGRUPOS CLINICOS,

Los 30 pacientes con EMTC se clasificaron en 5 subgrupos clinicos: subgrupo de EMTC,
| subgrupo de LEG, subgrupo de EGP, subgrupo de AR y subgrupo de PM/DM. Cada
subgrupo incluyd solo aquellos pacientes cuyas manifestaciones clinicas predominantes
correspondian a la enfermedad reumatica que dio nombre al subgrupo: el subgrupo de
EMTC incluyo 12 pacientes, el subgrupo de LEG incluyé 8, el subgrupo de EGP incluyo 5,
el subgrupo de AR incluyd 2 y el subgrupo de PM/DM incluyo 2. Uno de los 30 pacientes
tuvo manifestaciones predominantes de esclerodermatomiositis y no se incluyé en ninguno
de estos subgrupos. De nuevo, los alelos mds comunes de HLA de clase 1 en los subgrupos
fueron A2 y B35 (tabla 4). Hubo también heterogeneidad en las frecuencias de los alelos del
locus HLA-DR, como se observo en el grupo global de 30 pacientes. Los alelos més
comunes de este locus fueron DR4, DRS 6 DR2. En cuanto a HLA-DQ, ¢l DQw1 destacd
en los subgrupos de EMTC y de LEG, y en cambio el DQw3 destaco en los 2 pacientes del
subgrupo de AR, en los 4 tipificados del subgrupo de EGP, en los 2 del subgrupo de
PM/DM y en la paciente con predominio de esclerodermatomiositis, Puede ser que se

distingan asi dos conjuntos de pacientes: uno con pacientes con predominio de EMTC o de
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LEG, que tengan DQwl, v otro conjunto de pacientes con predominio de AR, EGP o
PM/DM, que tengan DQw3. Sin embargo, los subgrupos son pequeios para poder concluir

esto.

Los subgrupos de EMTC, LEG y EGP, y los controles s¢ compararon mediante la prueba de
Kruskal-Wallis. Los subgrupos de AR y de PM/DM no se inleuyeron en este anilisis debido
a que sus tamafos de muestra eran pequeiios. No hubo diferencias signilicativas en la
distribucion de las frecnencias de HLA-A, -B, -DR y -DQ entre los 3 subgrupos y los

controles.

V.3, PACIENTES QUE REUNIERON LOS CRITERIOS PARA LA CLASIFICACION DE EMTC v
DE OTRAS 4 ENFERMEDADES REUMATICAS,

Se obtuvo la frecuencia de pacientes que reunieron los criterios para la clasificacion de
cualquiera de las otras 4 enfermedades reumaticas ademas de EMTC (es decir, LEG, AR,
EGP o PM/DM, tabla 5), independientemente de que se clasificaran también en subgrupos

" clinicos.

Las frecuencias de HLA también se analizaron en cada uno de los criterios para la
clasificacion de EMTC (6 criterios), de LEG (11 criterios), de EGP (4 criterios), de AR (7
criterios), y de PM/DM (5 criterios) (datos no mostrados).

Los alelos mas frecuentes de cada locus de HLA tuvieron frecuencias muy similares en los
diferentes criterios de clasificacién de EMTC. Es decir, A2 tuvo alrededor de 0.70, B35
alrededor de 0.45, DRS5 alrededor de 0.35, y DQw1 alrededor de 0.70 en todos los criterios
de EMTC. Ademas, estas frecuencias son cercanas a aquellas del total de 30 pacientes. Esto
puede indicar que hay homogeneidad en los 30 pacientes, quienes no se distinguen al

separarios por los criterios de clasificacion.
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No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias de HLLA entre los pacientes
que reunian cada uno de los criterios y los 30 pacientes en total. Sin embargo, es interesante
hacer notar que los 3 criterios de aumento de una enzima de musculo esquelético en suero
(creatin-fosfocinasa o CPK, Inctato-deshidrogenasa o LDH, o glutamato-oxaloacetato-
transaminasa o GOT), que son criterios para la clasificacion de PM/DM, mostraron un
aumento no significativo en la frecuencia de DR2 en los pacientes, comparados con los

controles.

V.4, TABLAS

Tabla 1. Criterios diagnosticos para EMTC (Alarcon-Segovia y Villarreal, 1987).

Criterios Serologicos Criterios Clinicos
Edema de manos
Sinovitis
Titulos elevados de anti-RNP Miositis (probada con biopsia o CPK

(2 1:1600 por hemaglutinacion o un | elevada)

equivalente con otro método)
Fendmeno de Raynaud de 2 6 3 fases

Acroesclerosis

Ll diagnostico de EMTC requiere serologla positiva mas 3 6 mas criterios clinicos

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con EMTC estudiados. N=30

Edad en afios (X, SD, min-max) 42, 12.04, 21-67
Sexo; F/IM 27/3
Seguimiento en afios (X, SD, min-max) 13.27,7.83, 3-29

Duracion de la enfermedad en affos antes del 6, 1-24
diagndstico definitivo (mediana, min-max)




Tabln 3. Frecuencias de alelos de HLA en pacientes con EMTC y controles sanos.

Alelo de IILA Frecuencln P
HiLA-A EMTC (N»31) Controles (N=100)
Al 0.13 0.5 1o siguilicativa
A2 070 0.48 "
Al 0.10 0.12 "
A9 0.3 0.29 "
AlO 047 011 "
All 0.10 0.08 "
AlL9 0.30 0.36 "
A28 0.13 0.2 "
HLA-B EMTC (N=29) Controles (N=110)
[EM] 031 0.8 "
37 0.07 0.12 N
138 0.07 0407 "
312 003 0.14 !
313 1} 0.04 "
B4 0.03 0.14 "
BIs 0.10 0.12 "
BI6 02! 0.28 "
Bi7 0.03 0.04 "
Big 0.07 0.07 "
B2] 0.10 0.09 "
B22 0,03 0.0l "
B27 0.03 0.05 "
B 048 0.25 "
B37 0.03 0.01 "
040 0.10 0.20 "
B4l 0.03 0.02 "
B42 003 0.02 "
B47 0.03 0 "
118 0 0 v
1353 0.03 0.02 "
HILA-DR EMTC (N=21) Controles (N=100)
DRt 029 015 "
DR2 0.29 015 "
DR3 008 013 "
DR4 0.38 0.57 i
DRS 0.33 0.19 "
Di6 0.05 0.13 "
DR7 095 0.13 "
DR8 0.24 0.19 "
DR9 0.05 0.04 “
DRIO 098 0.04 "
HILA-DQ EMTC (N=21) Controles (N=100)
DQw! 0.7t 038 0.0051*
DQw2 0.05 0.23 1o significativa
DQw3 0.71 0.84 "
bQw4 0.19 0.10 N

*Razén de nomios: 4.08; intervalo de confionza del 95%: 1.34 6 13.82
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Tabla 4. Frecuencias (%) de alelos de HLA en los subgrupos clinicos de pacientes con

EMTC.
SUNGRUPO CLINICO
ALELO HLA [ EMTC (N=12) LEG (Nu8) EGP (N=5) AIL(N=2) PMIDM (N=2)  E-DM(N=1)

Al 16.66 0 200 0 50.0 .

A2 58,33 6.5 100 100.0 500 +

A3 833 0 20.0 0 0

AY 25.0 0 1] 0 30.0 -
AN0 16.66 250 0 50.0 0

All 5.0 {) 0 0 [}

A9 16.66 250 0.0 0 500 +
A28 0 37158 0 0 0

ns 25.0 50.0 200 50.0 1]

B7 0 125 20.0 0 0 .

118 16.66 0 0 1] 0

Bi2 0 125 0 0 0 .
B13 Q 0 1] ] 0 -
114 0 0 200 0 0 .
BIs 833 125 0.0 0 0 .
Bl6 31.33 25,0 0 0 0 .
n7 0 0 20,0 0 0

B8 0 12,5 0 0 50.0 .
n21 8.33 0 0 50.0 50.0

B2 8.33 0 0 0 0 .
1327 0 0 200 0 0 .
nis 41.66 500 60.0 50.0 0 +
B37 0 0 0 0 0 .
1340 833 0 0 $0.0 0 +
B4 833 0 0 0 0 .
Ba2 0 0 200 0 0 .
B17 833 0 0 0 0 .
1153 833 0 0 0 0 .

SUBGIUPO CLINICO
ALELOHELA | EMTC (N=6) 1LEG (N=6) EGP (N=4) AR (N=2) PM/BM (N=2)  E-DM (N=1)

DRI 31333 3333 50.0 0 0 .
D2 3133 3333 0 0 100.0 -
DR3 16.66 0 0 0 0 .
DR4 16.66 50.0 250 50.0 50.0 +
DRS 3333 33.33 250 100.0 .0 -
DR6 0 0 0 0 50.0 .
DR7 0 0 25.0 0 0 +
DR8 16.66 16.66 25.0 50,0 0 .
DR9 16.66 0 0 0 1] .
DRIO 16.66 0 250 0 0 .
nQl 100 #3.33 750 0 50.0 .
N2 16.66 0 0 0 0 .
Q3 50.0 66.66 150 1000 100.0 +
DQ4 16.66 16.66 250 50,0 0 .

EMTC = enfermedad mista del lejido conective, LEG = lupus erilematoso generalizado; EGP= esclerosis gencralizada progresiva;
AR = artritis renmatoide;, PM/DM = polimiositis/dermatomiositis; E-DM = scelerodermatomiositis.
No st encontrd ningitn vaior de p significativo en el andlisls de varfanza de Kruskal-Wallls,
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Tabla 5 Numero y frecuencia de pacientes con EMTC que reunieron los criterios de 5
enfermedades reumiticas diferentes.

Nvumero de paclentes que veunleron

ENFERMEDAD O CRITERIO DY, CLASIFICACION
ol (los) evlteria(y) (%)

I EMTC (Alarcsn-Segovin v Villurread, 1987) 30 (100)
ENA > 1:1600 30 (100)
Acroesclerosis 2201
Miositis 19 (63)
Sinovitis 2% (93)
Edema de manos 26 (87)
Fendmeno de Rayiand 29(90)

IL LEG (Tanet al,, 1982) 2207
Fotosensibilidad 10(33)
Eritema malar 10 (33)
Eritema discoide 1(3)
Ulceras orales 17(56)
Attritis 26 (86)
Disfuncion renal 7(23)
Disfuncion neuroldgica 13)
Disfuncion hematologica 2(M)
Serositis 12(10)
Células LE 1)
VDRL faiso positivo 1(3)
Anticirerpos anti-DNA 15(50)
Anticuerpos ani-Sim 5(16)
Anticuerpos antirucieares (titulo 2 1:40) 16(53)

IHL ATLU(Amiett ef al,, 1988) 16 (53)
Nigidez matutina 13(4))
Attritis en mds de 3 articulaciones 19(63)
Astritis simétrica 19(6Y)
Nod tlos rewnntoides 6(20)
Artritis en aticulaciones interfalfngica proximal, metacarpolalingico 17(56)

0
de lnmufeca
Factor reumatoide 17(56)
Catbios radiograficos: erosiones o descalcilicacion dsen localizada 2(6)

1V, EGP (ARA, 1980) 1(3)
Esclerodenmia proxiival 7))
Esclerodactilin 22(13)
Cicatrices digitalcs 1(3)
Fibrosis pulmonar basilar bilateral 3(10)

V. PM/DM (Bohan and Peter, 1975) 2(6)
Dehilidad imvscular 18(60)
Evidenela por biopsia de nmisculo 7(23)
Aumento de enzimas de misculo esquelético en suero 22(73)
(CPK, GOT o LDH)

Lesiones dermntolégicas 5(16)
‘Trinda electromiogréfica de unidades motorns cortas 30
VI, Solo EMTC (no LEG, no AR) 5(16)

EMTC=enfenmedad mixta del tejido conectivo; LEG=upus eritemmtoso generalizado; AR=nrtritis rewuntoide; EGP=esclerasis generalizada
progresiva;  PM/DMepolimiositis/denuntomiositis; ENA=antigeno extralble del mticko; CPRecveatin-fosfocinasa;  GOT-=glutamati-
oxaloacetato-transantinasa; LD I=lactato-deshidrogenasa; ARA=American Rheumatism Associntion
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V1. DISCUSION

El presente estudio analiza los alelog de HLA en un grupo de 30 pacientes mexicanos con
EMTC. Debido a la controversia que existe sobre la definicion de fa EMTC, un reumatologo
experimentado del Departamento de Inmunologia y Reumatologia def Instituto Nacional de
la Nutricion realizo una clasificacién estricta y cuidadosa. En todos los pacientes se
estudiaron no solo los criterios para la clasificacion de EMTC, sino también aquellos para la
clasificacion de LEG, AR, EGP y PM/DM. Los pacientes también se¢ clasificaron en

subgrupos de acuerdo con sus manifestaciones clinicas predominantes.

En los 30 pacientes, el dnico alelo de HLA que estuvo incrementado significativamente con
respecto a controles sanos fue el DQwl Hasta ahora, esta asociacion no habia sido
reportada. Sin embargo, s interesante mencionar que Olsen ef al. reportaron en 1993 que
en negros con LEG hallaron una asociacion de DQAI*0101 y DQBI*0501 (subtipo de
DQwl1) con anticuerpos anti-RNP. En este caso, la aparente asociacion de anti-RNP vy
"DQw!1 se presenta en LEG, no en EMTC y muestra que la relacion puede ser del HLA con

un anticuerpo dado, no con una enfermedad especifica.

También Baek et al. reportaron en 1995 que en negros y blancos con LEG y anti-RNP, estd
aumentado DQB1*0501. Estos autores mencionaron que ¢l HLA de clase II determina el
perfil de autoanticuerpos anti-RNP y anti-Sm en LEG, pues los anticuerpos anti-RNP se
asociaron con DRB1*0802 y DRB1*0804 cn blancos, y con DRBI*0101 en negros,
mientras que DRB1*0104 se asocia con anti-Sm en negros. Es posible que ¢l aumento de
DQw! encontrado en el presente trabajo sobre EMTC indique que los pacientes que cuentan
con este alelo tienen susceptibilidad para producir anticuerpos anti-RNP, que se asocian con
el desarrollo de EMTC. De este modo, el marcador DQw! (y principalmente sus subtipos
moleculares) podria apoyar un diagndstico de autoimmunidad en la que se presenten
anticuerpos anti-RNP y también entonces, una posible predisposicion a la EMTC, ya que

estos anticuerpos son mis frecuentes en EMTC que en LEG,
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Ef aumento de DQw! en EMTC en mestizos mexicanos podria indicar que proviene de la
mezcla de poblaciones nativas mexicanns con otros grupos étnicos, como los negros, ya que

en estos ultimos, ¢l DQw1 también se asocia con anti-RNP (aunque en LEG).

Por otro lado, el autiento de DQwl en pacientes mexicanos con EMTC podria indicar la
existencia de una susceptibilidad genética particular del grupo étnico. Los pacientes
estudiados no mostraron un incremento significativo de DR4 (de hecho, este alelo estaba
disminuido), como se ha reportado previamente en otros estudios de EMTC (Black ef al,
1988; Holtiman er al., 1990; Ruuska ef af., 1992). Esto podria mostrar que las diferencias en
la susceptibilidad a enfermedades entre distintas poblaciones podrian ser el resultndo de
diferencias genéticas entre etmas, y las similitudes, ¢l resultado de mezclas entre diferentes
etnins. No obstante, la hipotesis del epitopo compartido atn podria aplicarse en el caso de

DQwl, el cual podria compartir secuencias con otros alelos de susceptibilidad def HLA.

En el presente trabajo, el DQw! permanecio aumentado en los subgrupos clinicos, excepto
“en el subgrupo de AR (N=2) y en el de PM/DM (N=2), en los que DQw3 fue el alelo mas

comun; esto podria deberse al pequefio nimero de muestra de estos 2 subgrupos.

Ademds del DQwl, los alelos A2 y B35 se encontraron incrementados consistentemente en
los 30 pacientes, en los subgrupos clinicos y cn todos los criterios de clasificacion de las
enfermedades reumdticas, ademés de la EMTC. Este aumento no fue significativo. Esta
homogeneidad en las frecuencias de! HLA esta a favor def concepto de que la EMTC es una
entidad independiente, puesto que desde un punto de vista inmunogenético, no hubo
diferencias entre los 30 pacientes y los subgrupos clinicos cuando sé aplicd la prueba de
Kruskal-Wallis. Por cousiguiente, el argumento de que ¢l HLA podria predecir la
“diferenciacion” de la EMTC hacia otra enfermedad reumatica (Gendi ef al,1995) no se

aplica a este estudio.

Por otro lado, el incremento no significativo de A2 y de B35 en los pacicnies es interesante,

ya que estos 2 alelos de HLA son los mis frecuentes en los mestizos mexicanos normales.

41



Ya también se habia reportado la asociacion de B35 con EMTC, junto con A3, Cwd y DR4
en pacientes caucisicos (Ruuska er al., 1992). El aumento de B35 podria reflejar un
lignmiento genético con otros alelos de HLA, tales como A2 6 DR4, mis que una asociacion

directa con la enfermedad.

El hecho de que ¢l DR2 se haya encontrado aumentado en los pacientes que tenian aumento
de las enzimas CPK, LLDH o GOT en suero, puede indicar que cste alelo cstd asociado con
susceptibilidad a miositis, independieatemente de la EMTC. Los dos pacientes con EMTC

que reunieron los criterios para PM/DM tenian el alelo DR2.

Este trabajo define un grupo de pacientes mexicanos, clasificados cuidadosamente, en un
analisis inmunogenético. l.a asociacion de DQw! con EMTC cn pacientes mexicanos
distingue a la EMTC del LEG, la AR, y la EGP: se ha encontrado con anterioridad <ue en
pacientes mexicanos, el LEG sc asocia con DR3 y DR7 (Granados ¢f al., en prensa), la AR
se asocia con Al, DR3 y DQ2 (Avila-Portillo er al., 1994) y la EGP se asocia con DRS y
DRw52 (Vargas-Alarcon er al., 1995). De este modo, en pacientes con el mismo trasfondo
genético y étnico, los alelos de HLA distinguen a estas enfermedades reumaticas diferentes,
incluso a fa EMTC.

Para profundizar cn el andlisis de la asociacion entre EMTC y DQwl en mestizos
mexicanos, seria intcresante estudiar los subtipos moleculares de DQwI en los pacientes, ya
sea mediante estudios de hibridacion de DNA gendmico amplificado, con oligonucledtidos

especificos de secuencias de subtipos de DQw1, o mediante secuenciacion del DNA.

También podrian estudiarse otros genes del SPH en EMTC, tales como los encontrados mas
recientemente, pues la asociacion entre EMTC y SPH o entre anticuerpos anti-RNP y SPH,
puede incluir un(os) gen(es) ligado(s) a DQwl en un mismo haplotipo. Por ¢jemplo, los
genes B30-2 y RFP, que codifican para antigenos nucleares, podrian iatervenir en fa

autoinmunidad. Incluso podria estudiarse si existe polimorfismo en los genes TAP y LMP,
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que pudiera relacionarse con la EMTC. El estudio de microsatélites del DNA también podria

aplicarse para analizar las asociaciones entre EMTC y SPH.
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