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RESUMEN

El escleroma respiratorio (ER) es una enfermedad relativamente frecuente en
Meéxico. El agente causal es una bacteria intracelular llamada Klebsiella
rhinoscleromatis. La enfermedad se adquiere por contacto prolongado con
portadores del patégeno. Existe solo un reporte de susceptibilidad genética
asociada con el antigeno HLA-DQ3. El objetivo del presente trabajo fue determinar
por métodos moleculares si existe reaimente un alelo del HLA que facilite la
presentacion de la enfermedad. Para ello, se incluyeron 9 pacientes con
diagndstico histopatolégico de ER, que fueron todos los que se presentaron en el
periodo de un ano. Se obtuvieron 15 ml. de sangre de cada paciente. E! DNA se
extrajo por el método de fenolfcloroformo. Se tipificaron los aielos de los genes
DQA1, DQB1 y DRB1-DR4 por PCR-SSP {PCR Sequence Specific Probe) y por
PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism). Las frecuencias
alélicas (FA) de los pacientes se compararon con las FA publicadas de la
poblacion mexicana. Los resultados de la region DQ mostraron que el
DQA1*03011 presenté una FA de 52.9% y el DQB1*0301 de 66.7%. El analisis
estadistico demostré una asociacion del DQB1*0301 con susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad, con un RR de 9.1 y una fraccion etiolégica (FE) de
79.2% (X = 6.8, p = 0.009) El andlisis de los haplotipos mostré al DRB1*0407-
DQA1*03011-DQB1*0301 fuertemente asociado con la enfermedad (X* = 16.1, p =
0.000059, pc = 0.0027), con un riesgo refativo (RR) de 35.7% y una FE de 47.9%.
Estos resultados sugieren que los genes de la region de clase II estan
contribuyendo al desarrollo de la enfermedad, probablemente porque el
DQB1*0301 esté presentando péptidos a los linfocitos Th2 que inducen el
desarrollo de una respuesta no protectora. El hecho de que la asociacion mas
fuerte se encontro con el haplotipo DRB1*0407-DQA1*03011-DQB1*0301, sugiere
que podria haber otros genes cercanos que se encueniren en desequilibrio de
ligamiento con los genes de la region de clase il del HLA, que también estén
contribuyendo a la presentacion de la enfermedad. .



ANTECEDENTES:

El escleroma respiratorio es una enfermedad cronica granulomatosa de la nariz y
las vias aéreas altas. Tiene su mayor incidencia entre ifos 15 y los 35 afios de
edad. Es endémica en 25 paises donde existen factores ambientales que lo
favorecen Polonia, Hungria, Rusia del sudoeste, América Central, Indonesia y
Egipto '. En paises como los Estados Unidos o Canadé la enfermedad es mas
bien rara, aunque su prevalencia esta aumentando®, y ho se cuentan con registros
exactos sobre la prevalencia de la misma en estos sitios. En México, la
enfermedad se considera relativamente frecuente, pero tampoco se tienen
registros exactos sobre su incidencia.

Fue descrita inicialimente por von Hebra en 1870. Mickulicz estabiecid su
naturaleza inflamatoria; y el agente etiolégico, Klebsiefla rhinoscleromatis, fue
aisiada por von Frisch en 1882.

Esta bacteria tiene la caracteristica de encontrarse en forma intracelular en los
histiocitos dando origen a las células de Mickulicz, que se caracterizan por ser
grandes, vacuoladas y “espumosas”, conteniendo bacilos en su interior.

La mayoria de los casos afectan a la nariz y nasofaringe, aunque también se
pueden afectar los senos paranasales, laringe e incluso las vias aéreas bajas.
Dicha extension se ha expilicado por diseminaciéon directa o por via linfatica. Se
reconocen tres etapas de la enfermedad: catarral, granulomatosa y atréfica o
cicatrizal.

La naturaleza progresiva y la recurrencia de la enfermedad después del
tratamiento, han hecho que se confunda con procesos neoplasicos en el pasado.
Se ha confundido tamhién con otros procesos inflamatorios de la nariz, lo que ha
llevado a cirugias inadecuadas para su control. Esto sucede en lugares donde no
se cuenta con los medios de laboratorio adecuados para ei diagnostico.

Ei diagnéstico definitivo se realiza con una biopsia del tejido afectado con
realizacion de tincién de Warthin-Starry, para identificar a la bacteria responsable
de la enfermedad.

E! tratamiento puede ser médico o quirdrgico, dependiendo de la etapa en que se
encuentre el paciente, ya que en los dos primeros estados, es util el tratamiento
gnédico, y no asi en la fase cicatrizal, en la que el uso de antimicrobianos es indtil

Ei primer medicamento que se uso en el tratamiento del escleroma respiratorio fue
la estreptomicina. Actualmente se usan tetraciclinas o quinolonas por un tiempo
minimo de dos meses para evitar las recurrenmas También se ha usado
cloranfenicol, trimetroprim-sulfametoxazol y nfamplcma

E! tratamiento quirlirgico debe ser reservado para la etapa cicatrizal, y se indica
siempre que haya estenosis importante u obstruccion de las vias respiratorias
altas. Una opcidn es el uso de laser de CO,°.

El HLA es una regibn de genes alitamente polimdrficos cuyos productos de
expresan en la superficie de una gran variedad de células. Se localizan en el brazo
corto del cromosoma 6 ocupando un gran segmento de ADN y posee tres clases
de genes (clase |, It y lil). Es ya conocido que los genes de clase | codifican
glucoproteinas expresadas en todas las células nucleadas del organismo, en
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tanto que los de clase il se expresan en ciertos tipos de células taies como:
células presentadoras de antigenos, Linfocitos T y B activados.

Muchas enfermedades autoinmunes y no autoinmunes se han asociado a alelos
especificos del HLA. La asociacién de enfermedades autoinmunes con ciertos
alelos de HLA clase Il fue descrita hace mas de 30 afios, mientras que el estudio
de asociacion de alelos del HLA clase H con enfermedades infecciosas se ha
realizado mas recientemente Dado que las moléculas de HLA sélo tienen dos
funciones distintas, ambas de tipo inmunolégico,- la primera modelando el
repertorio del receptor de células T en el timo, y la segunda al seleccionar y
presentar epfiopes de péptidos antigénicos a las células T periféricas-, la
asociacién de un alelo del HLA especifico apoya la nocién de que una enfermedad
particufar puede cursar con anomalias inmunolégicas.

La asociaciébn con un alelo de HLA especifico implica que el estimulo
inmunogénico para la autoinmunidad seria un péptido especifico, y que al menos
iniciaimente la autoinmunidad es dependiente de la reactividad de una o un
numero limitado de clonas T potencialmente autoagresivas. Las células CD4
especificas seleccionadas por moléculas de HLA asociadas con enfermedad
deben estar involucradas en el desarroilo de ia patologia 6rgano-especifica en
estas entidades. De la misma manera, en el caso de las enfermedades
infecciosas, el alelo HLA asociado une un nUmero limitado de péptidos del
organismo patdégeno que determinan el desarrollo de la enfermedad y la respuesta
inmuneldgica del hospedero.

Existen varios ejemplos de enfermedades en que un tipo especifico de HLA se
asocia a una mayor frecuencia de éstas: Ariritis reumatoide y HLA DR4,
espondilitis anquilosante y HLA B27, pénfigo vulgar con HLA DR1, DR4 y DR®,
etc.

Martin Armendariz y cols. ® reportaron en 1991, una familia completa afectada por
escleroma respiratorio en donde se confirmé el diagnéstico por cultivo en 3 casos
y por biopsia en otros tres. Se realizé estudio inmunogenético a los miembros de
la familia, reveiandose en todos ellos un alelo del HLA que era comun: el DQ3. No
existen otras referencias recientes que impliguen a un alelo especifico del HLA
con la presentacién del escleroma respiratorio.

Dado que esta enfermedad frecuente en nuestro medio, y todavia no se conoce si
existe algan factor, aunado al microorganismo causal, que actlle como
desencadenante de la enfermedad, y que haga que se manifieste o no;
pretendemos demostrar si existe algin alelo de HLA en la poblacion mexicana que
se asocie a la presentacion del escleroma respiratorio.

Al inicio del estudio nos planteamos la siguiente hipétesis: si el escleroma
respiratorio es una enfermedad infecciosa que puede afectar a individuos de una
misma familia, entonces debe existir un haplotipo especifico de HLA gue se asocie
a una mayor frecuencia de la enfermedad.



MATERIAL Y METODO

Este trabajo se realiz6 como un estudio descriptivo, abierto, observacional,
prospectivo y tfransversal; tomando como universo del estudio a todos los
pacientes de la consulta externa del servicio de Otorrinolaringoiogia del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, de los cuales se selecciond a 9 pacientes
que correspondieron a todos los casos con diagnéstico de cerleza de escleroma
respiratorio vistos del periodo de 1 de Julio de 2001 al 30de Junio de 2002. Se
analizaron de forma secuencial, utilizando los siguientes criterios de seleccién: a)
inclusion: todos los pacientes con escleroma respiraiorio confirmados por
histopatologia dispuestos a participar en el estudio. b) exclusion: aquellos
pacientes que no accedieron a ingresar en el estudio y ¢) eliminacion: pacientes
que una vez dentro solicitaron ser eliminados del estudio.

Se utilizaron como controles las frecuencias alélicas de un poblacién mestiza
mexicana previamente publicada ’.

En este frabajo las variables que se analizaron fueron independientes: edad, sexo,
estado socioeconémico, inicio del padecimiento y antecedentes familiares. Las
variables dependientes fueron: el diagnéstico histopatolégico de escleroma
respiratorio, ios alelos especificos de HLA-DQA1, -DQB1 y -DRB1-DR4 vy los
haplotipos asociados a ia enfermedad.

Se realizo tipificacion del HLA-clase i, utilizando una muestra de sangre de cada
paciente con diagnéstico de certeza de escleroma respiratorio. Para la extraccion
del DNA se siguié la siguiente técnica: se tomaron 10-15 ml de sangre periférica
con EDTA como anticoagulante. La sangre se centrifugd a 1,600 xg a 4°C durante
30 minutos, se elimind el plasma y se obtuvo el paquete de leucocitos. Los
leucocitos se lisaron con 50mM de NaCl; 10mM EDTA, pH 8.0; 10mM Tris-HCI, pH
7.6; 0.2% SDS; 300 ug/ml proteinasa K y se incubaron durante 12h a $3°C.

El DNA se extrajo por el método de fenol/cloroformo, se precipitdé con isopropanol
y se resuspendié en un volumen apropiado de TE (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1mM
EDTA, pH 8.0).

Para la tipificacion de los alelos de DQA1 y DQB1 se realizé la técnica de PCR,
utilizando 4 iniciadores (primers) especificos, 2 por cada locus. Se verificd que
todas las muestras hubieran ampliificado adecuadamente mediante el corrimiento
de 10pl de cada una en un gel de agarosa al 2% tefiido con 0.5 pg/ml de bromuro
de etidio. Las muestras se colocaron en membranas de nylon en un formato de
dot-blot y se hibridaron con sondas secuencia-especificas marcadas con
digoxigenina (21 para DQA1 y 36 para DQB1). Para la deteccién de la hibridacion
se usé el método de la quimioluminiscencia y la exposicion de las membranas a
placas radiograficas. El DR4 se tipificé por un método de PCR-RFLP 8.

Las frecuencias alélicas se calcularon de acuerdo a la férmula de Haldane °. Se
compararon las frecuencias de cada alelo entre los pacientes y Jos testigos. Se
aplico el analisis de Chi-cuadrada con la correccion de Yate, considerando p <0.05
como el minimo nivel de significancia, se aplicé la correccion de Bonferonni para
pruebas multiples, cuando el valor de p fue significativo, multiplicando p por el

namero de los alelos detectados de cada locus. El riesgo relative (RR) se
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calculé utilizando la formula de Woolf modificada por Haldane. La fraccion
etiolégica (FE) y la fraccidon preventiva fueron calculadas cuando se observé la
asociacion de un aleto con la enfermedad o cuando estaba significativamente
disminuido ™°.

RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 9 pacientes con diagnéstico confirmado de escleroma
respiratorio, los cuales fueron captados de la consulta externa del servicio de
Otorrinolaringologia del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”. De los
casos estudiados 7 fueron del sexo femenino y 2 del sexo masculino. La edad
promedio fue de 43.8 afios (27-57). Todos los pacientes provenian de nivel
socioeconémico medio-bajo. El tiempo transcurrido desde el inicio del
padecimiento hasta ia realizacién del diagnéstico fue en promedio de 9.94 arios (1-
40 afos). De todos los casos sélo en 2 de ellos se observé consanguinidad por
linea vertical (caso 7 y 8). Asi mismo, se presentd un matrimonio con la
enfermedad (casos 5 y 6). El lugar de residencia de los pacientes fue como se
indica a continuacion: México DF (n=5), estado de Meéxico (n=2), estado de
Oaxaca (n=1), y estado de Guerrero (n=1).

A continuacién se presenta un resumen de los casos:

1. Femenino de 27 afios de edad, originaria y residente del DF. Soltera. Ama de
casa. Padecimiento de 1 afio de evolucion con obstruccion nasal bilateral, rinorrea
anterior amarillenta, muititratada con antibiéticos sin mejoria. Ademas cacosmia, y
halitosis. EF: mucosa nasal hiperémica, con abundante secrecion amarillenta,
sinequia del cornete al septum y presencia de granuloma en valvula nasal
izquierda.

2. Femenino de 46 afios de edad, originaria y residente del Edo. de Oaxaca.
Casada, ama de casa. Refiri6 obstruccién nasal de 10 afios de evolucion,
acompafiado de rinorrea verdosa intermitente. Multitratada. EF: Presentaba
“polipos rojizos” en ambas fosas nasales y masas de supetficie lisa en ambas
cuerdas vocales. Ademas secrecion verdosa en cavidad nasal y nasofaringe.

3. Masculino de 29 afios de edad, soltero, originario y residente del Edo. de
Guerrero (CD. Altamirano), campesino. Refirié obstruccién nasal de predominio
derecho de 18 meses de evoluciéon acompafiada de dolor punzante en hemicara
derecha, cefalea frontal intermitente y descarga posterior ocasional. Fosas nasales
con mucosas congestivas, secrecion hialina escasa, cornetes polipoideos.
Tomografia computada de senos paranasales con opacidad de antro maxilar
derecho con calcificacion en su interior. Se realizd6 Caldwell Luc con reporte
histolégico de bacilos compatibles con K.rhinoscleromatis en tejido enviado.

4. Femenino de 57 afios de edad, originaria del Edo. de Guerrero. Residente del
DF. Casada, ama de casa. Refiere padecimiento desde hace 40 afos posterior a
un traumatismo nasal, presentando rinorrea anterior verdosa abundante de forma
intermitente, obstruccién bilateral y deformidad progresiva de piramide nasal. EF:
estenosis de ambos vestibulos nasales, secrecidon verdosa y mucosas
hiperemicas. Deformidad septal a la derecha. Nasofaringe con abundante moco
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espeso verdoso. Piramide nasal tortuosa.

5. Masculino de 53 afios de edad, originario y residente del Edo. de México,
casado , campesino, padece hipertension arterial. Refiere rinorrea verdosa de 15
afios de evolucién, acompafnado de obstruccién nasal progresiva e hiposmia. Fue
multitratado con antimicrobianos. EF: mucosa nasal palida, con ligera atrofia de
cornetes inferiores. Costras y secrecion verdosas abundantes. Mucosa de
orofaringe muy reseca.

6. Femenino de 50 afos de edad, originaria y residente del Edo. de México,
casada, dedicada al hogar. Refirid obstruccion nasal de 8 afos de evolucion,
descarga posterior frecuente, tos seca y rinorrea verdosa ocasional. EF; Mucosa
nasal hiperemica, con secrecidon amarillo-verdosa en moderada cantidad, halitosis
y resequedad de orofaringe.

7. Femenino de 32 arios de edad, originaria y residente del DF. Casada, dedicada
al hogar. Refiridé rinorrea anterior amarillenta desde hacia 3 afos, descarga
posterior y halitosis de larga evolucion. Multitratada sin mejoria. EF: Fosas nasales
con abundantes costras amarillentas. Cometes atroficos, estenosis parcial de
ambas coanas, mucosa nasal hipoestésica. Orofaringe e hipofaringe con escasas
costras verdosas.

8. Femenino de 55 afos de edad, originaria y residente del DF, casada, dedicada
al hogar padece diabetes mellitus bajo control médico. Refiere rinorrea verdosa de
5 afos de evolucion, halitosis, disguesia, hiposmia y obstruccién nasal de larga
evolucién. Multitratada con antimicrobianos con mejoria transitoria. EF: mucosa
nasal palida, con zonas de mucosa abombada, sangrante a la palpacion. Hay
secrecién y costras verdosas en moderada cantidad. Estenosis parcial de coana
izquierda.

9. Femenino de 46 aios de edad. Originaria y residente del DF, casada, dedicada
al hogar. Refirid 6 afios de evolucion con obstruccidon nasal izquierda, descarga
posterior y cefalea constante, Ademas actfeno bilateral e hipoacusia de evolucion
no precisada. EF. Fosas nasales con secrecidn amarillenta y mucosa de aspecto
verrucoso en septum y cornetes del lado izquierdo. Estenosis de coana derecha y
oclusion total de la izquierda. Presenta tambien smequna del corhete inferior
izquierdo al septum.

En el cuadro 1 se muestran las frecuencias alélicas de los loci DQA1 y DQB1. El
alelo DQA1*03011 presenta una FA de mas del doble en los pacientes comparada
con los controles, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas. El
aielo DQB1*0301 esta asociado con el ER (X Y=8.8; p=0.009), ya que se
encuentra incrementado mgmfucatwamente en los pacientes, con un RR de 9,1y
una FE de 79.2%.

En el cuadro 2 pueden observarse las frecuencias de los alelos DRB1, el analisis
estadistico de estos no mostré diferencias significativas. No obstante, es
importante enfatizar que la mayoria de los pacientes presentaron un afelo del DR4
(7/9).
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En el cuadro 3 se presenta la distribucion de haplotipos entre los pacientes vy los
testigos. El haplotipo mas frecuente en los testigos es DRB1*0407-DQA1*03011-
DQB1*0302 (13.4%), que ademas es el de mayor frecuencia en la poblacion
mestiza mexicana "2, Sin embargo, el haplotipo mas frecuente en los pacientes
es DRB1*0407-DQA1*03011-DQB1*0301 (18.35%) y se  enconirb
significativamente asociado con el ER (X? = 16.1, p = 0.000059, pc = 0.0027) con
un RR de 35.7% y una FE de 47.9%.

DISCUSION

En este estudio se confirmé que uno de los alelos del DQ3 se encuentra asociado
con el ER. El alelo DQB1*0301 esta asociado con susceptibilidad a desarrollar
dicha enfermedad (FE = 79.2%). Aunque el alelo DQA1*03011 se encuentra
incrementado entre los pacientes, no hubo diferencias significativas. La alta
frecuencia de éste Ultimo puede deberse a gue la mayoria de los pacientes son
DR4 y este alelo de DQA1 esta generaimente asociado con los alelos de DR4 en
nuestra poblacion y se encuentran en desequilibrio de ligamiento ” *'6, El analisis
de los resultados del DR4 no mostrd ningin alelo incrementado significativamente.
Sin embargo, cuando se analizaron los haplotipos se encontré al haplotipo
DRB1*0407-DQA1*03011-DQB1*0301 fuertemente asociado con la
susceptibilidad a desarrollar ER (FE = 47.9%), ya que al calcular la pc sigue
teniendo una alta significancia estadistica. Dado que el ER es una enfermedad
gue involucra un patégeno intracelular, el alelo DQB1*0301 podria estar uniendo
péptidos de la bacteria que indugera un respuesta TH2 que suprime la activacion
del macréfago y por lo tanto permite el desarrollo de la enfermedad. No obstante,
el hecho de que el haplotipo DRB1*0407-DQA1*03011-DQB1*0301 tenga una
mayor significancia estadistica con la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad,
sugiere que puede haber otros genes cercanos, que se encuentren en
desequilibrio de ligamiento, que estén contribuyendo también a la susceptibilidad.
Por ejemplo el gen del factor de necrosis tumoral (TNF), que se encuentra en la
region de clase llI del HLA, cuyo polimorfismo de la regiébn promotora se ha
encontrado asociado a malaria, leishmaniasis, lepra y tuberculosis "%,
describiéndose un desequilibrio de ligamiento de los genes de clase li y los del
TNF2°, por lo tanto podria ser méas de un locus el involucrado en fa susceptibilidad
dentro de la region del HLA.
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CUADRO 1. Distribucion de los alelos de DQA1 y DQB1 en pacientes con ER y

en testigos
: _ o % B A A B
Locus Pacientes Testigos XY p pc RR FE
FA S%! FA (%) (%)
DQA1 '
*0101/4 0.0 9.45
*0102 5.72 11.68
*0103 . 0.0 4.61
*0201 5.72 6.73
*03011 52.86 25.17
*0401 11.81 16.93
*0501 25.46 27.20
DQB1
*0201 11.81 11.68
*0301 66.67 21.26 6.8 0.009 0118 9.19 79.2
*0302 0.0 23.84
*0402 11.81 16.93
*0501 0.0 6.73
*0602 5.72 7.26
NSl DU S NI

FA=Frecuencia aléiica
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CUADRO 2. Distribucién de los alelos de DRB1 en pacientes con ER y testigos

. Pacientes con ER Testigos
‘DRBA1 FA (%) FA (%) '
*0101 0.0 2.02
*0102 : 0.0 3.56
*1501 0.0 5.66
*1502 0.0 1.51
*1601 0.0 1.51
*1602 0.0 5.13
*0301 572 5.66
*0302 0.0 1.51
*0402 11.81 1.51
*0403 : 5.72 1.01
*0404 3.72 3.56
*0405 0.0 3.56
*0407 18.35 13.40
*0411 5.72 2.02
*1101 - 0.0 1.51
*1104 0.0 1.01
*1201 00 _ 1.51
*1301 0.0 _ 3.56
*1302 0.0 3.05
*1303 0.0 1.01
*1401 0.0 2.02
*1402 0.0 3.56
*1406 0.0 5.66
*0701 16.72 6.73
*0801 0.0 2.53
*0802 11.81 12.25

FA=Frecuencia alélica

11



CUADRO 3. Distribucion de haplotipos

Haplotipo

_ g con ER
DRB1-DQA1-DQB1 FH (% FH%
*0301-*0501-*0201 5.72 513
*0402-*03011-*0301 11.981 0.0
*0402-*03011-*0302 0.0 202
*0403-*03011-*0301 5.72 0.0
*0404-*03011-*0301 572 0.0
*0404-*03011-"0302 0.0 3.05
*0405-*03011-*0302 0.77 3.05
*0407-*03011-*0301 18.35 0.50
*0407-*03011-*0302 0.0 13.40
*0411-*03011-*0301 572 0.0
*0411-*03011-*0302 0.0 2.02
*0701-*0201-*0201 5.72 5.13
*0802-*0401-*0402 11.81 1 3.12

Pacientes Testigo XY p '5: RR  FE
s

(%)

16.12 0.000059 0.0027 35.7 324

HF=Frecuencia haplotipica
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