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£l objetivo de este itrabajo fue tipificar los antizenos
de histocomupatibilidad en pacientes con Hiperpla=ia Adrenal -~
Congénita ¥ =2ctablecer su relacidn HlA-FEnfermeded; nara ello
s2 estudiaron 17 familias mestizas mexicanas con 22 pacientes
¥y 37 sanos. La técnica que se erpleo fue la microcitotoxici--
dad. Como se tipificaron familias, se pudieron cutablecer al-
gunas combinaciones por ¢romosoma, 1o que He cONOCE COMO NE~——

plotipo.

Se comvararcn tanto los antigenos gpor separalo, como por
haplotipo entre pacientes contra sanos ¢ inclusive contra po-—
blusién general, encontrindoze un incremento en los pacientes
de los antigenos HLA-A24 y ALA-DR4 con significancin estadis-
tica al compararse contra la poblacidn general. Los haploti--—
vos considerados son : A2B39, A24B60, B3JDR4 y B62DR4 mostran
do mayor frecuencia haplotipica en pmeientes, pero ninguna re
lacidén significativa con la enfermedad, 21 compurarse pacien-

tes contra sanos.

Varios factores pudieron influir en los resultados, que
no permitieron aclsrar la existencia de un marcador genético
asociado a Hiperplasia Adrenal Congénita en la poblacidn mexd
cana, ineluyendo or{genea antropoldgicos y diversided aldlica
para £sta enfermedad.
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INMNTRODUCS ION

Los antigenos de histocompatihbilidad dan identidad s=né-
tica a cada individuo y constituyen el Complejo Frincipal de
Histocomputitilidad (¥HC), sinnds el sistema HIA (H= humano,
L= leucocito, A= primer gistema) en el humano y cuyo estudio
se ha reali-ado cn base al sistema H-2 del ratén ver contar -
con cepas endigdmicas para estudiiar la reospuesta inmune e in-
teracciones celulares, depeniientecs de gemes de este sistena,
extrapoldndosze al sistema HLA, el cual e&e localira en el bra-
zo corte rdel cromosoma 6 constituido por un conjunto de =genes
ceda uno con sitioc esvecf{fico (locus) y heredados romo unidad
(haplotivpo) y en forma codoninunte, nresentando diversidad a-
1€lica {(polimcrfismo, tabla I).

En la regidén HLA existen genes con diversas funciones :
antigenns leucocitarios HLA-A, =B, =C, -~D/DR tipificadores de
te jidos; enrimas como glioxelasa y 2l-hidrordilaca (21-01); -
componentes (C2, C4, Bf) y receptores (C3b, C3d) del comple--
mento; que regulan la resrussta inwmune, determinan capaciiad,
tiro y maznitud de la misma; promueven la produccidn de c4lu-
las inmunacompetentes ¥ controlan su coonaracidn e interac —-—
cidn; deterwinm susceprtibilidad ¥ resistencia a ciertas en--
fermedades; regulan la sintesis de hormonas esteroides y ame-—

triosdnesia.(fig. 1)(4,22,27)

’



Tabla 1. ESPECIFICYDADES RECONCCIDAS EN 1987
PARA EL SISTEMA HLA

s

HLA~A MLA-B HLA-C HLA-D/~DR HLA-DQ ILA-DE
Al BS BAGQ(21) Cwl Dwl DRL DQwl DPwI
A2 BT Bw50(21) Cw™ 07 niwn DPw2
A3 ;5 2S5L(S) Cw3 13 Duw3 DFw3
A3 B1l2 B&52 Cyvid R4 pawd DF w4
Al0 B13 Rw5 3 Cws DRS DQws(1) LPwS
A1l Bl4 Cus4{er) Cwd DRE Diw5(1) DPwé
Awlg B15 Bw55(wr2) Cw? “RT Dw7(3)
A23(39) B1S BuSs(w22) CwS DRwR Dw8(2)
424(9) B17 EwS7(17) Cwa(s) DRw9 Daws(3)
425(19) B13 Cwln{ 3) DRw1N
Az6(10) =z1 iR 1ol Co1l Ditwll
A28 w22 Bw6I(40) IRwlZ
A29 r27 Bws1(42) JRwl3
A30 535 Bwi2(1%) DRwl4
a3l B37 Iw63(15) DRw15(2)
A32 B38(15) Bwt4 DRZLE(2)
Aw33 B31(186) DRw17(3)
Aw34 R40 nDRwW15{ 1)
A6
Awd 3 W r
AwGE Bia(Le)
AwoB n4E(12) BwT3
AwLT Bwda Ew75(15)
‘AwW69 Bw47 Bw76(15)
Aw74(19) Bw4S BwTT7(15)

Bwd




Fig. 1 CONMPLEJO PRINCIPAL DE RISTCOOMPATIBILINAD
HUMANO HLA
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ARTECEDENTES

Ia historia del slstema de histocompatibilidad comienza
a principioms de este siglo, con transplante de tumores eh ras
tones por Jensen en 1903, sugiriendo la existencia de la rela
eién entre succeptibilidad al transplente tumoral y la rasa —
con alguna forma de control gnndtico. (55)

2n 1916 Little establecid los principios bdsicos de trang
plante, demostrando gque injertos cutdneos dentro de estirpes
endogdmicas tenfan éxito, mientras gun los injertos ontre €e-
tas (aloinjertos) fracasabsn. Fogtcriormente Aldana en 1933 —
propuso que la inmunidad estaba Airigida contxra aloinjertos —
mds que contra antigencs tuzorales, prediciendo diferencias —
antigénicas comparables con las de los grupos sanguineos, al
conservar los tumores caracteristicas alosntigénicas del dona
dor que inducfan rechazo tumoral.(55)

Gorer en 1936 establecid que la reaccién entre zloinfer-
tos en ratones estaha Trelacionada con el grado rle histocompa-
tibilidad de los aloantigenos detectados por serologia, descu
briendo 10 que creyd otro sistema sanguineo an el ratdn, cuyos
genes codifican al antfgenc II, determinante del éxito o fra-
caso de injertos tumorales, denomindndolos genes de histocom-
patibilidnd o ¥ y postulando =us leyvee al introducir en rato-
nes de la primera linea congénita gue obtuvo, el genoma del -
comple jo 3= histocompatibilidad de otra cepa pura.(5,14,44)

Gorer, Lyman ¥y 3Snell en 1348 desmusstran que- &1 -gan pars-
el antigeno II se encuentira en el cromosoma 17, que-porta ade
méa el gen de la braquiunrias (T) o anormalidad de 1l1a colas cong
tatando Allen en 1955 que no se trataba de un solo gan, sino
de un sistema complejo alelomérfico H-2 diferanciado, detecta



do por recombinantes intra H-2 en transplantea; democstrando -
Amos en 1953 que el producto de los genes de esa regidn podia
detectarse en loas leucocitos del ratdn por leucocaglutinacidn.
(14,55)

En 1943 Medawar y col. demostraron las bases inmunoldgi-
cas del rechero de transvlante de tejido normal, comparando —
transplantes de piel autdloga y alogénica en conejos y poste—
riormente en 1953 induce tolerancila inmunoldgica en ratones -
recidén nacidos, inyectando células linfoides del donador del
injerto d¢ pisl. Mitchisson en 1954 cowprobé gque la reacecidn
al alotransplante era un fa2némeno mediado bdsicamente por in-
aunidad de tipo celular.(l4,55)

¥Yediante la reacridn a péptidos sintéticcs en algunas ce
pas endogimicas Ade cobayos, Benacerraff en 1969 logra postu—-
lar 1a teorfia sobre la existencia de algunos geneg para la reg
puesta inmune en los animales que respondian; observando 1o -
mismo en ratones Me Devitt en 1568, demuestra que estos genes
Ir-) estan en la regién I, asociados y dentro de la regidn —-—
H-2.(5,14,44)

La participacién del complejo H-2 en la regulacidén del -
metabolismo hormonal en ratones machos, fué descrita en 1972
por Ivanyi; demostrando posteriormente NDemant y col. su papel
en el control genético y. actividad de proteinas del complemen
to.(14)

Los descubrimientos Adel sistema HILA, independientes del
sigtema H-2, se iniciaron entre 1929 y 1950. Dausset en 1958
degcubre en individuos transfundidos produccién de anticuer—-
pos aloespecificos, reaccionanio con individuos no relaciona-

dos para el primer antigeno leucocitario, el cual 1lamé Mac.

(5,14,44,55)
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En 1958 van Rood y Payne descubren independientemente an
ticuerpos antileucocitarios en suero de mujeres multiparas. -
Fayne en 1964 descubri§ 2 especificidades de una primers serie
S5 LA, LAL y Laz2.(595)

Yunis en 1970 describe al locus HLA-D como andlogo al Ia
murino ¥ Amos an 1371 lo asocia con la proliferacién linfoide
en cultivo mixto de linfocitos (CMI).(14)

Los determinantes de activacién linfocitaria (Lads) des=-
cubiertos por Scherd y Donelly en 1971 por acclilente al mez--
clar linfocites de 2 individuos diferentes gendticamenta, mos
trando dias despuds las cdlulas cultivadas estimulacién blas-
togénica; demostraron que los antigenns que promueven la reac
cidén de CKHL estan bajo control genético. Bijsvooljel y col. —
en 1972 por estudios familiares, localizan al gen del CML -fue
ra del locus HLA-B- conocido como HLA-D; sin embargo, existe
al menos otro gen Lad (Lad 2) que se identifica entre HLA-A y
HLA~C de reaccién al CML.(14)

Oliver y PFestensztein en 1975 basado ¢n asociaclones in--
frecuentes, postulan la existencia del locus HLA-C peparado —
del locus HLA-B por ocurrencia <de entrecruzariento y recombi-
nacién en familias.(14)

Teisberg ¥y col. en 1976 describen polimorfian del compg
nente del complemento G4, asociado al locus HLA~B y O'Neill y
col, en 1978 determinan 2 loci para 1 wmlsamo, cada uno con un
alelo comin silencios=o.(2,14,43)

En 1984 white y c¢ol. wmanifiestan que existen 2 gencs co-
dificando la enzima 2l-hidroxilasa (21-0H), cuya deficiencia
se asocia a genes HLA, ya gue se sncuentra ubicada en ssa re-

gidn del cromosoma 6.(fig. 1){17). En este mismo afio se eata-



blecisaron los loci HLA-DP y HILA-DQ.

La primera asociacién entre el Complejo Prineipal de His
tocompatibilidad (MHC) y susceptibilidad a la enfermedad fué
reportada por Lilly en 1966 al descubrir el importante papel
del complejo H-2 del ratdn, como ragtlador de la resistencia
al virus de leucemia de Grossa. En el humano Amiel en 1367 de-—
muestra que paciantes con la enfermedad de Hodgkin pregentaban
el antigeno HI A-A2 con mayor frecuencia que la poblacidn nor-
mal, (4)

Avances recientes han descubierto asociaciones HLA-enfer
medad, en 1os que se basa el diagndstico, prondstico, rreven-
eidn y tratamiento de alpgunas enfermedades., (14)

La espondilitis anquilosante (AS) muestra la asocilacién
mds sorprendente conociia hasta 1s [fecha, ya gue mds del 95%
de pacientes tienen el antigeno HLA-B27.(14,55)

La Hiperplasia Adrenal Congénita (CAH) por deficiencia -
ds la enzima esteroide 21-0H, es uno de los e¢jemplos de aso—
ciacidn YLA-enfermedad, cuyrz praedisposicidn genética ze ve a-
sociada principalmaente con los genes de {ILA-R47;DRT7 y HLA-Bl4;
DR1, segin el grado de manilfestacidn dc la enf&rmedad, varian
‘do su porcentaje de acuerdo a la poblacidn estudiada. Se han
obaervado paclentes con otros antigenns HLA que presentan la
enfermedad, nsta diferencia de cuda poblacidn se debe a dife-
rentea marcadores antropolégicos y variantes al4licas para CAH

resul tando de mmataciones genéticas.(ll,l},}?,49)



HERERCIA

La egpecie humana cuentea con 46 cromosomas en cada célu-
la somftica, siendo 22 pares autosémicos y un par sexual, que
le dan caracterfstices diploides, procediende 23 cromosmomas —
de 1a madre y 23 del padre, Cada cfomosome tiene genes en lu-
gares esvnecificos (locus), encontrande su homnblogo en el otro
cromosoma que foraoa el par y cuyas variantes alélicas existen
en cada locua; aci un individuo que presenta idénticos alelos
homélogos serd homocigoto para ese gen, perc si €stos son di—
ferentes serd heterocigoto, en el cual uno dominardé al otro -
{doninancia) o ambos se cxpresaran {codocinancia).(S55)

Por herancia mendeliana simple, un individuo hereda 2 hg
plotipos HLA, siendo todos sms genes muy préximos y ligados -
entre sf, polimérficos y codominantes; asi dentre de una fami
1lia, donde el padre presenta 10§ haplotiﬁos M y N, ¥y la madre
los haplotipos Q y R, e tiene para 4 de sus hijos las asocia
ciones posibleslde haplotipos ciguientea : ¥Q, ¥R, AQ, NR, don
de existe 25% de probabilidad para que 2 hermanos compartan -
los mismos haplotipos, 50% de compartir un haplotipo y 25% de
ser incompatibles en sus antigenos ALA.(fig. 2)(15,55,56) '

RECCMBINACION Y ENTRECRUZAMIENTO

Durante la meidsis los cromosomas homélogos se aparean —
antes de la reduccién de 46 cromosomas (diploide) a 23 eromo-
somae (heploide), eiendo posible que ocurra recombinscidn, in
tercambiando laa regiones homélogas epareadas, untegial gené~

tico que origina una nueva unidn, siendo la frecuencia de re—
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combinacién entre 2 loci, proporcional a 1la distancia gue Jos
separa, segregdindcse como unidad los mis prdéximos y en forma

independiente los alejados.(fig. 3)(15,55)
DPRERSEQUILIBRIO D E ENL ACE

ﬁn cercania de los genes del HLA raramente da lugar = di
sociacidn por entrecruzamiento en la meidsis; asi 1la aparicidn
de 2 antigenos sobre el mismo haplotipo es més frecuente de -
1o esperzdo al multiplicar sus frecuenciss individuales, lo -
que se conoce como desequilibrio de enlace (A), evaluado por
la diferencima entre la frecuencia observada y la ssperada pa-
ra un haplotino con asociacifdn de 2 antigeno=s HLA,(15)

Se han postulado hipnbdtesis para explicar el demeaquilibrio
de enlace, gue involucran los siguientes factores :; (15)

1) Emigracién o mezcla de poblaciones.
2) Selectivi:ing,

3) Consanguinidad.

4) Derivacidn al azar.

El desequilibrio d2 enlacr se encuentra al determinar --
los ant{genos HLA de una poblacidn, sefialan sus origenes y mi
graciones, asf como las velariones con la expresién de =21gu--—
nas enfermedades. (14)

La comparacién entre individuos de diferentes raras mucs
tra diferencias en las frecuencias de genes (fabla 2). Artige
nos frecuentes en una poblacidn pueden eoctzr aurentes en otras,
lo cual es de gran utilidad en investigaciones antropoldglcas.

Sin embargne, las frecuencias de genes estahlecidas en una

poblacién normal en comparacidén con algunas patologfas en oca
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FRECUENCIAS ANTIGENICAS FARA LOCUS HLA-A,-B y ~DR.

Tabla 2.
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n

DR2
DR3
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DRx

DR4

JAP Japoneses,

EUC EBuropeos Caucédsicos, NEG Negros,

(3)

MEX Mexicanos.

AMI Indios Americanos,
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ciones presentan desequilibrio de enlace, tal como se muestra

en laz tabla 3.

Tabla 3. ENPERMEDADES ASOCIADAS AL HUA.

Enfermedad

HLA Precuencia rr
B c

Enfermedad 4de Hodgkin Al 40 32 1.4
Hemacromatosis idiopdtica A3 16 28 8.2
Bnfermedad de Behncet B5 41 10 6.3
Hiperplasia Adrenal Congénits B4T 9 0.6 15.4
Espondilitis anguilosante B27 90 9 87.4
Enfermedad de Reiter B27 19 ] 37.0C
Uveitis anterior eguda B27 52 9 10.4
Tiroiditis subaguda :x3-3 70 15 13.7
Psoriasis wvulgar [+]3 87 33 13.3
Dermatitis hery;ctifc-me DR3 85 26 15.4
Enfermedad celiaca DR3 19 26 10.8
Sindrome de SjBgren DR3 78 26 9.7
Enfermedad de Addison DR3 69 26 6-3
Enfermedad de Graves DR3 57 26 3.7
Diabetes mellitus tipo I DR3 56 26 3.3
Lupus eritematosos sistémico DR3 10 28 5.8
Esclerdais miltiple DE2 59 26 4.1
Sfnarome de Goodpasture DR2 83 - 32 15.9
Artritis reumatoide DR4 50 19 . 4.2
Tiroiditis de Hashimoto DRS 19 7 3.2

B = Bnfermos, C= Controles sanos,

rr

riesgo relative (44)
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¥ECANISMO DE ASNCTACION HLA-ENPERMEDAD

El descubrimiento de asociasciones entre ciertas enferme-
dades y el MHC represents uno de los avancee més importantes
de la Qltima década en medicina cl{inica, y rroporciona por —-
primera vez una base firme para el entendimiento de la causa
y patogénesis de toda una serie de enfermedades diffciles de
comprender, como son esclerosis en placa o artritis reumatoi-
de.(14)

La primera indicacién de que el MHC jugaba un papel im-—
portante en la patogénesie de ciertms enfermededes fue el des
cubripiento de genes ligados a H-2 que controlan 1a resisten-
cia a la leucogénesis viral y las respuestaz inmunitarias es-
pecificas.{14)

Se han postulado teorfas a cerca de los mecanismos que —

explican las asociaciones HLA-enfermedad.:

1.~ lLa mayorfa de las asociaciones involucrando antigenos de

los loci HLA-B o -D, evidencian la sccién de genes de respueg
ta inmune especi{fica, estrechamente ligados y en desequilibrio
de enlace con los antigenos de esos loci. La carencia de un —
determinante adecuado origimarfa susceptibilidad recesiva ha-—
cia ciertas infecciones. Un determinante autoagresivo origina
ria suscoptibilidad dominante hacia fenémenos autoinmunes, o

bien determinAnte Ae inmunosupresién.(14,1%,44)

2.— EX1 mimetismo molecular supone que los antigenos de cier—-—
tos microorganismos se asemejan a algunos antigenos HLA, cau-—
sando susceptibilidad dominmmte hacia infecciones severas en

individuos que los portan. Es posible que dicha semejanza an-—
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tigdnica pudiera conducir al guebrantemiento de la autotole-—
rancia, y por una susceptibilidad dominante (autoinmunidad in
ducida por virus). Seager y col. encuentran linfocitos HLA-
B27 en individuos con sspondilitis anquilosante (AS) respon~-~
disndo poco a Klebsiella, liséndose los linfocitos por los an

ticuerpos.(4,14,15,44)

3.~ Estructuraasde superficie celular, como antigenos HLA po--
drian servir como rsceptores para ciertos agentes patfgenos,
Bs el caso de 1los receptores Ced c¢omo sitios de unibn del vi-~
rTus Epstein Barr para linfowma de Burkitt y mononucleosis infec

ciosa, determinados por Klein en 1975.(14,15,44)

4.- Algunos entigenos podrfan influir en la funcidén anddécrina
o en la interaccién celular, interfiriendo en la interaccién

entre hormonks y receptores correspondientes en la superficie

celular.(44)

S5.~ Anomalias en un factor del complemento controlado por el
sistema HLA (€2, C4, Bf), podrfan causar susceptibilidad ha-
cia infecciones u originar fendmenos autoinmunes; o bien, nor
dasequilibrio de enlace o ausencia de recombinacidn con genes

vecinos a ellos.(42,44)

6.- Alteraciones en genes vecinos a los del HLA, predisponen
a ciertas enfermedades, por la existencia entre ellos de dese
guiliprio de enlace, manifestdndose la asociacién; ea el caso
de la asociacién del antigeno HLA-B47 con Hiperplasia Adrenal
Congénita por deficiencia de la enzima 21-0H, cuyos genes no
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86 incluyen en la respuesta inmune.{(42)
7.~ Genesn de le respuesta inmune cifrados por RHC contwolan *

1a magnitud de la respuesta de células T a productos bactaria

nos especificos.(14)
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HITFEARFPLAGSIA ADRBEBERFNAL CONGENTITA

Le Hiperplasia Adrenal Congénita (CAH), pertenece a la -
familia de desdrdenes hereditarios de esteroidogénesis adre—-—
nal, como un caracter autosémico recesiva (AR), con defecto a
la sintesis Adel cortisol.(13)

3e presenta en diferentes grupona &tnicos, ambos zexos, -
al nacer, en la pabertad, antes y después de ella, manifestan
do alteraciones a nivel hormonal y junto con ello en los carag
teres sexuales primarios y s2cundarios.(35)

Estudios con DNA recombinante de leucoscitss y secuencia-
cién de sus genes, muestran sitios de mutacisn gendtica en ca
da variante alélica del gen en cuestién, uacf la delecclén es-
tructural del fragmento en la regién HLA, C4B;21-0H, da vor -
resultado entrecruzamiento desigual durante la meidsi=, cuya
recombinacién lleva a la duplicacién de C4B;21-0H en un cromo
soma ¥ & 3u ausencia en 21 otro, el cual porta 21 error inna-

to del metabolismo.(fie, 4)(7,29,40,41,45,46,50)
ETIO0OIO0ST A

CAH es un sindrome adrenogenital que se encuentra por an
sencia 9 carencia d: la enzima 21~-0H (£.0.1.14.93.10) en un -
paso de la biosintesis Qel cortiscl, para convertir 17-hidro-
xiprogestarona (17-0H) a ll-desoxicortisol; aumentdndose sus
precursores qu2 4dan lugar a metabolitos urinerios en exceso,
(37,45,53)

Existe control por retroalimentacién negativa plasmitica
normal entre cortisol libre y horwmona adrenocorticotrdépica -

(ACTH), interviniendo el sistema hipotaldmico-pituitaris-adrs
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Fig. 4 DELECCICH ESTRUCTURAL BN TA REGION HiLA.

YI A~Bwd7 (defidiencia de 21-0H)

) =2y c4a 21-0HA () 3o
4, ?1-&

HI1.A-88 (normal)

. cz Bf () C4B 21-QHR 5




nal, que actida =n ausencia del cortisol. aumentan.io la secre-—
cién de ACTH, que astinula a las gléndulas adrenzlz2s a la pro
duceidn excesmiva Je andrdgenos (tesatosterona), aldosterona y
precursores del cortisol, asi comd a hinerplasia 4o la corte~
za adrenal, que sintetiza 3 cluses de hormonas : Wineralocor—
ticoides (vfa 17-descxi), “Slucocticolides (vid 17-hidroxi) y -
nndrégenos.(figs..S,é y 7)(12,37,49,50)

Dentro de la formacién de sstercides, loz eventos bioguf
micos mds importantes son : la introduccién de grupos -0OH en
€21, C17 y Cl11l, catalizados por sistemas enzimdticns especifi
cos.(37)

Las causas de 4ste sindrome adrenogenital inclayen : (22)

CAH virilizante

Adenomas

Carcinomas
DIAGNOSTICO

Se besa en luws manifestaciones e historial cIfnicos, Aacom
paiados de andlisis nsrmonal de los nivelss plasmiticos matu—
tinos (mujeres en 5°-8° dfas del ciclo menstrual) de progesta
rona (¥) y 170HP (£ 2 ng/ml), indicanio excezs A2 loa niveles
basalwee normalas -1e los anteriores y ACTH, con disminucidn de
17-cetosteroides, 17—hidroxic6rticosteroides v cartisol en o-
rina, debido a la funcidn anormal de 1las glidulas adrenales
pir 2lteracidn enzieética. (073, 27)

Si loa resultados son dudosos, se realiza un perfil hor-
monal. postestimulacidn de ACTH, detectmndo en muastrss sanguf

neas a los 30, 60 min. de su administracién, los niveles de -
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Fig. 6 REGULACION DE SECRECION DE ALDOSTERONA
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Fig. 7 BESGUEMA SINPLIFICADO PARA LA ESTEROIDOGENESIS
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170HP, A4—nndrostenediona (A4), dehidroepitandrosterona (DHEA,

DHA), sulfato de DHA (DHEA-S), testosterona (T), P, cortisol,

por medio de radioinmuncensayo (RIA) para cada hormona en par

ticular; sobrepasando niveles normeles en individuos afectados
en todaes las hormonas, excepto an cortisol, donde sus niveles

son bajos.(11,21,29,32,37,40,49)

La CAH se manifiesta en 2 formas, presentando cada una -
de ellas 2 tipos don efectos virilizantes que dependen del sge
xo y la edad del paciente en el momento de la aparicién del -
trastorno, acompafiindose de otros signos y sintomas mostrados
en el cuadro I.(13,18,22)

TRATAMIENTO

Con l=a terapeﬁtica temprana, contando con érgancs sexua—
les internos normales, es posible alcanzar una pubertad, fer-—
t11id42d y gestaciones normales.(37)

Una terapia endScrina reemplmza déficit hormonal. lLos —-
glucocorticoides suprimen sobreproduccién de ACTH y aumeuntan
el nivel del cortisol, reteniendo sales en el organismo, mejo
rando aln mds los casos del tipe S#, por 1o gque hay que deter
minar 1a dosis adecuada en los otros casos, considerando las
reacciones secundarias que pueden presentar.(37)

Se requiere tratamiento con hidrocortisona en ambos se-—
xos para crecimiento adecuado, evitando la fusién temprana de
1A epffisis,

En el caso de la hembra pseudohermafrodita por deficien-
cia de 21-OH, =e¢ realiza una correccidn quirnirgica de genita-

lia ambigud, para una funcidén futura y fertilidad.(37)
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Cuadro I. CLASIFICACION DE CAH POR DEFICIENCIA DE 21-OH

Formas

Clédsica
(al na-—

cer)

No
Clésica
{ pubax-
tad tem
prana, 4
tard{ia,
rpostpa-—
bertad)

Tipo Herencia
Gimple Heterocigosis
virili {sev/normal)
zacién
(sv})

Pérdidas Homocigosis
Salinas {(sev/sev)

6SW)

&ardio Homocigosisa
(suave/suave)

Heterocigosais
(suav/normal)

Oculto Weterocigosis
(sev/Buave)

N

aev = gsevero

Xanifestaciones
Clinicas

F.aneién adrenocor
tical inicial en -
3er mes do gesta-—-
cifn,aumentan andrd
genos adrenales,mag
culinizacién genita
lia externa,herma-
froditismo en hem-
bra,viriiizacién -
rrogresiva, estatura
corta eventual.

Virilizacidn,defeg
to algosterona,ba—
jo Na plasméitico,s
menaza .de musrte en
1“B§ens. de vida.
Nace mujer con va-
gina y dtero norma
les o fusidn labio
menor, sintomftica,
atenuada,adquirids,
acné,hirsutismo va
riable,virilizacién,
menstruacidén irre-
gular o amenorrea,
corta estatuta,obe
sidad ocasionel.

AsintomAtica, viri-
lizacién,llega a —
manifestarse,creci
miento rdpido teme
prano y corta esta
tura posterior,in-~
fertilidad.

Diegnéstico

Hormonal

Hormonal

Hormonal

Hormonal,
Historia
Clinica
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TRABAJOS PREVIOS DE HLA Y CAH POR DEFICIENCYA DE 21-OH

hediante estudios horménales y genotipificacidn, ha sido
posible diferenciar manifesteaciones de CAH, asociada con ma——
vor frecuencia a los antigenos HLA-A28 y 514 por desequilibrio
de enlace para la forma variante de CAH cldsica (no clésica),
agquelle se esocia con Bw47, como portadores obligados.(45)

Se han realizado estudioes de diferentes podlacicones para
determinar el genotipo comin a CAH y sus variantes alélicas,
observéndose diferentes marcadores en cada grupo dtnico o po~
blaciones en estudio.

Al comparar un antfgeno HLA especifico entre grupos con-
trol y enfexrmos, para una poblacién heterogénea de Mew York,
la deficiencia de 21~0OH en CAR no clésice se asociam a Bl4;DRL
(31,49). Un grupo de poblacién de Israel present$ en heteroci
gotos con el tipo tardfo Bl4;DRL o sélo Bl4 y en homocigoto -
BwAB y Bw44; para la forma cldsica Bw47.(18,28)

En la poblacidén yugoslava un grupo de enfermos mostrd -
Bw47;DR7 como parte del complotipo A3,Cwb,Bw47,BfP,DR7.(23)

Dentro de una poblacidén francesa, CAH se asocia a Bw4T -
{cldaica) y Bl4 {tardfo) con haplotipo A3,Bl4 en uncs y Bl2 &
B35 en étro% ligados a DRwl y DRw6, concluyendo que el haplo—
tipo de Europa Norte para CAH tierne un orirsen comdn y es A3,
Bw47,Cw6; msociado el tipo tardio a Aw33,Bl4.(10)

En cambio la poblacifén italiana no mostrd igualdad entre
su zona norte y sur, ademds no se asocia Bw47 a la enfermedad.
(56)

Blancos caucdsicos y africanos con hisurtismo, mostrarda
15 pecientes de 11 familiae los haplotipos Aw33,Bl4 y A3,BwlS
en CAH no clésica,
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Estudio en 29 familias, detectS por recombinacidn en una
famjilia, el gen para CAH por deficiencia de 21-0H, entre los
loci HLA-B y glioxalasa, determinando alto riesgo, por méto--
dos hormonales y tipificacién del HLA,(48)

+ Bidsicamente los e2studios de antigenos HLA se han estable
cido en poblaciones caucésicas, negra, oriental y en fase ini
cial en nuestra poblacién, y dado que la frecuencia fenotfpi-
ca como haplotipica varfa segin la raza, nos craa los siguien
tes problemas :

No podenos usar tablas de frecuencias extranjeras.

Yos marcadorzs asociados a la patologfa (salvo HLA-B27 -
con AS) no son del tode universales.

Adem#s el interés por comprender y leterminar las causas
que hacen manifiesta una enfermedad, como CAH en la poblacién
mestiza mexicana y su relacidén con un marcador genético de. o-
rigen étnico, motivé a la realizacién de este trabajo de inveg
tigacidn, ya que easta enfermednd se hereda como caracter AR y
puede evitarse previamente progenie afectada, que seguiréd -~
transmitiendo el trastornc de generacién en generacién, ASn,
si el producto se espera, existen tfcnicas para determinar an
tigenos de histocompatibilidad en las c£lulas Jel 1liquido am-
nistico ascciados a CAH, permitiendo tomar ciertas medidas du
rante su desarrollo y después de su nacimiento.

1a aplicacién de la asociacién HLA-CAH, se amplia a estu
dios de pacientes con alteraciones caracterf{sticas de ésta en

ferm=3:zd, wejorondo la zeleccidn de su tratsmiento, al conocer
cual de las variantes de la enfermedad presentan y que consi-
deraciones deben tomarse, vara evitar graves efectos secunda-—

rios.
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OBJETIVOS

Deter—inar la existencia de marcaisres genéti
cos {antigenos dél sistema HLA) en un grupo -
de pacientes (mestizos mexicanos) que presen+

tan Hiperplasia Adrenal Congénita.

Zstablecer una relacidn entre un deterwinado
marcador gendtico del sistema HLA y los dife-
rentes formas o variaantes alélicas quc presen

ta dicha enfermedad.

28



HIPOTESIS

Determinando los antigenos de histocompatibi-
1idad (HLA-A, —-B y -DR) en un grupo ée familias Ade
una wizma poblacibn (mestiza mexicana) con miembros
sanos y enfermos por deficiencia de la enzima 21-hi
droxilasa, es pozible establecer 1los marcadores ge-
néticos “LA asocindos a Hiperplasia Adrenal Congéni

ta y sus variantes alélicas.
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MATERTIAL Y WETODOS

Se tipificaron 17 familiese, de las cqales 37 individuos
fueron sanos y 22 individuos presenten Hiperplasia Adrenal -
CGongénita por deficiencia de la engima 2l1-hidroxilasa , del —
Servicio de Endocrinologia del CG.H. " 20 de Noviembre " ISSSTE

que presentaron anormalidades caracteristicas de la enferme—-—
dad.

TIPIRICACION DE ANTIGENOS HILA.

Ia tipificacidn requiere de linfocitos de sangre perifé=
rica, purifidados por centrifugacidén sobre gradiente de Ficoll
Hypaque y separacién de linfocitos T de los B mediante la for
macidn de rosetas. La detecclén de antigenos HLA se realiza -~
por la técnice de picrocitoxicicgad.

Las metodologias empleadas se esquenatizan (esquema I) y
amplian enseguida :



Bsquema 1. TIPIFICACION DE ANTIGENOS HLA

30 ml de sangre venosa periférica

Desfibrinizacidn

a) Purificacién de linfocitos sobre un gradiente
de Ficoll - Hypague

b) Separaciédn de linfocitos T de los B mediante la

formaciln de rosetas con eritrocitos de carnero

31

Linfocitos T Linfocitoo B
Deteccidén de Ags HLA-A, Deteccidn de Ags HLA-D/DR
HLA.B y HLA-C por micrg ror microcitotoxicidad

citotoxicidad
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HATERTIAL

Centr{fuga clinica Beckman con unidad refrige_
rante

Microscopio Sptico Zeiss de 3 objetivos
¥icromcopio invertido Biostar con 3 objetivos
Agitador vértex Thermolyne Maxi Mix

Estufa Incubaril de 0 a 70°C

Microplacas Microtest con 60 pozos

Cémara Neubauer

Jeringa Hamilton sencilla de 50 ul

Jeringa Hamilton miltiple

Cubreobjetos de 24 x 40 mm

Solucién de Ficoll Hypague

Medio RPMI

Solucién =alina amortiguada (SSA), pH 7.0-7.4
Suero fetal de ternera

Eritrocitos de carnero

Solucidén de AET a 0.14 M, pH 9.0

Aceite mineral

Antisueros anti-HLA

Eosina amarillenta al 5% en agua

Pormalina neutralizada

Solucidén de Hanks

Susro de conejo antilinfocitico

Suero normal humano
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METODOS

A) Purificacidén de Yinfocitos

Se realiza amsprovechando la diferentes densidades de las
células sanguineas y centrifugando sobre la mezcla de Ficoll
Hypaque (densidad 1.076~1.078). Después de la centrifugacién
log eritrocitos y polimorfonucleares se depositan en el fondo,
midntras que los l1linfocitos permanecen cerca a 1la interfase -

entre el suero y la solucién separsdora.

1. Extraer por puncidn veno=a 30 ml de sangre .

2., Colocar lg sangre en tubos de tapén de rosca —con perlas -
de vidrio- y desfibrinar mecénicamente por rotacién.

3. Diluir la sangre en solucién de Hanks en relacién 2:1.

4. Colocar 3 ml de solucién separadorz en tubos de ensaye 31
x 100.

5. Bstratificer cuidadosamente la sangre con una pipeta Fro——
teur sobre la solucidén de Ficoll Hypaque.

6. Centrifugar a 1 800 rpm por 30 minra temperatura ambiente.
7. Recuperar la banda de linfocitos con una pipeta Pasteur.,
8. Lavar los linfocitos en solucién de Hanks tentrifugando =
2 000 rpu por 10 min ¥ Tepetir esta operacidn 2 veces més.

9. Resuspender en 1 ml de solucidén de Hanks.

10. Contar las células y ajustarlas a una concentracién de 4§

x 10° cel/ wl con medio RPMI.
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B) Saparacidén de linfocitos T y B.

La deteccidn de antigenos de la clase I se realiza con -
los linfocitos purificados anteriormente. Para los anti{genocs
de la clase II, se renuiere linfocitos B, por 19 que sSe sepa-
ran los linfocitos T de los B por formacién de rosetas con e-

ritrocitos de carnero.

Los linfocitos T receptores gque reaccionan con glébulos
rojos de carnero, forman agrsgados denominados "rosetas”, El a
gente reductar AET, modifica de alguna manera estos eritroci-
tos, con lo que se logre la formacidn de rosetas en poco +tiem

po & con una aceptable estadblilidad ante cambios mecénicos.
a) Preparscidn de eritrocitos de carmero.

1. Lavar los eritrocitos de carnero 3 veces con SSA.

2. Incubar los eritrocitos con soluciébn de AET durante 15 min
a 37% (1:4). )

3. Dejar enfriar y agregar solucién de Hanks frio. -

4. Lavar cuantas veces sea necesario hasta el punto en que el
pH de la solucién =e haya neutralizado.

5. Ajustar los eritrocitos a una concentracidén de 24 en medio
de cultivo con 20% de SPT.
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b) Purificaciédn de linfocitos B.

1. NMezclar volumenes iguales de una suspensién de linfocitos
ajuastados A 4 x 1050e1/m1 con la suspensibdn de eritrocitos de
carnero al 2% sensibiligados con ART.

2, Incubsar a 37°C durante 15 min, agltando suavemante cada $
min.

3. Centrifugar a 600 rpm por 5 min.

4. Incubar a 4°C ror un minimo dec 2 a 3 nrs.

5. Hesuspender muy suavemente y estratificarla sobre la solu-
ciép de Ficoll Hypaque, la wmegcla anterior.

6. Centrifugar a 1 500 rpm por 30 min a temperatura amhiaente.
7. Separar ta interfase con linfocitos B y lavar 2 veces con
medio de cultivo con SPT.

8. Resuspender en 0.25 ml de medio enriquecido.

9. Contar y ajustar a la concentracién de &4 x 106 cel/ml.

C) Microcitotoxicidad.

Madiante este técnica se determinan los antigenos de his
tocompatibilidad, utilizando anticuerpos especificos contra —
cada uno de los antigenos establecidos internacionalmente. La
reaccibn se realiza en 2 pasos : me incuba la suspensién de —
linfocitos con diferentes antisueros-, si estos contienan el
anticuerpo que reconozca el antigeno HLA, se foraard el com-——
plejo antigeno-anticuerpo; enseguida se afiade complemento des
conejo, el cual serk fijado y activado por el complejo forma-
do, matands las células tlanco que se detectan recurriende a
colorattes vitales, como eosina y ezul tripan (no citotéxiocos)
que penetran unicamente en las células Adafindas, por existir -

cambios de permeabilidad en su membrana.{fig. 8)



Sangre heparinizada

FIG. 8
TIPIFICACION DE LINFOCITOS POR LA TECNICA DE MICROCITOTOXICIDAD
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Tas placas e preparan depositando 5 pl de sceite minersal
¥y aTzdiendo 1 ul de antisueroas tipificadores & cada pozo, ade
més de controles positivo y negativo, Se conservan a —20°C.

1. D-scongelar 1a

rnlacss que vayan a usarse, dejindolas que
alcancen la temperatura amdieaxte.
2. Una ver ajuetada la concentracidén de cada una de las pobla
ciones de Tinfucitos a 4 x 10° cel/ml, se siewbra 1 ul en ca-
de pozo en la placa corresporidiznte.
3. Hezclar suavemente empleando un agitador vértex, .
4. Incabar por 60 wmin a temperaturs ambiente, tanto loe 1info
citos T como los R.
5. adicionar 5 ul de complemento & cada poro ¥y mMezZelar suave-
mente ccn el agitador vértex.
6. Incubsr la placa nue contiene a los linfocitos T durante —
60 min. y la Ae los linfocitos B durante 120 min., ambas o tem
peratura ambiente,
7. igregar 5 ul Jde 1la solucidn de eossina y 4 jar reooscr duran
te 15 win.
8. Adicionar 5 ul d¢ forrtilina neutralizada.
9. Je colocan log cubreobjetos sobre la vlaca y se guardan en
refrigeracibn.,
10, Leer =r un microscopis invertiido las plactts gue haysn sl-—
canzado la temperatura ambiente.

Ta ealificscibédn que. se le da a cada pozo, €6 en base gl

criterio siguiente .

Cé1lulzz ruertas (%) Calificacidn Interpretacién
1l === 10 1 Negativo
11 ———- 20 2 Regativo
21 ————- 30 4 Dudoso
31 ~———= 80 6 Boattivo
81l ~——e- 100 8 Positive
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RESULTADOS

Fueron tipificados 22 pacientes con Hiperplasia Adrenal
Congénita de 2 a 60 aflos de edad, del Servicio de Endocrinclo
gfa del C.H3. " 20 de Noviembre " ISSSTE, cuyn diagniatico e
basd en manifestaciones clinicas y pruebsas hormonales.

‘E1l anilisis estaifstico de los rasultados comsiderd lo -
eizuiente :

1. PFrecuencia antigénicz o fenotfipica : ¥.f. = Nimero de -
positivos a un entigeno, entre el ndmero de sujetos estuiiados.
2. Desnequilibrio de enlace : Diferencia entre la frecuencia

harlotipica esperada y la observada.

_{bre) (c#d)
2

n

En donde:
n = Tamafio de muestra.
b = Mimero de¢ individucs con uno de los antfgencs del wiswo ha,
plotiro.
¢ = No. de individuos con el otro antigeno del haplotipo en -
cuestidn,
d = No. de individuos que no poseen los antigenos del haploti
28

3. Precuencia haplotipica : F.H. = I'o, de veces nue coinci

den 2 marcadores de Adiferentes locus, aue normalmente ea nro-
uarciosnal al onroducto de lns frecuencias Lndividuales. le estos
msrcadores; combinacisnmes =wds frecuentss rr=sgentan Argenuili-
brio de enlace.

Para determinar la asociacidén de los antigenos HLA con -
una enfermedad, se calculs el riesgo.relativo (rr) ¥y 1la ji -

-
cuairada (T‘), con ello se encuentra aue la prokabhilidad ses .
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debida al azar o a una relacidn significativa.

El riesgo relativo indica cuantas veces o3 més frecuente
la snfermedad en individuos portadores del antfgeno respecto
de los que carecen de £ste, Un rr 2 1 indica que =21 ant{meno
es m&s frecuente en los pacientes que en los controles, mien-—
trag que un rr £ 1 indica asociacidén negativa, El valor de x2
ayuda a determinar aque tan significativa es la ssociacién HLA
—enfermedad.

¥ediante una tabla de contingencia 2 x 2, me calculan -
tanto rr como x2 de una muestra de pacisntes, a fin de compa-

rar sus frecuencias antigénicas (HILA) con las de una podblacién

normal.
Tabla d= contingencia 2 x 2 :
Ag HLA
+ - Totales
Positivo a b ™
Enfermedad - . —
Negativo © d m4
Totales M1 ?2 n
En donde :

a = Pacientes con el antigeno en cuestidn.
b = Pacientes sin 21 antigeno.
c= Controles con a1l antigeno.
d = Controles sin el ant{geno.

M.,= a + ¢ H2= b+ aQ

M3= a+ b M4= c + d

Para el riesgo relativo se tiene :
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La X2 se calcula como sigue :
2 - _;_gae:gsz-__eéz_zf

1 2.5"3 lr'.4

n

- . . 2
Los criterios considerados para les valores de X7 son en

términos de p {vrobatilidad), y sSon los siguientes :
0.05 { p £ 0.01 significativos
0,01 { p ¢ 0.001 muy significetivos

p < 0.0001 altamente significativos

Bl valor ae Xzse consulta en tablas considerando unm gra-—
do ‘:le libertad y obtenemos el valor de p gque =5 1a probabili-
dad de que la asociacidn observada sea debida al azar. WMien——
tras menor asa el valor de p (Kz méa grande) mayor es el sige
nificado de 1la asogciacién.(14,42)

La comparacién de frecuencias antigénicas para los antf{-
genos HLA-A, -B y —DR entre pacientes, sanos y poblaclén gene
ral, se muestra an la tabla 4, donde loz antigen~s mis frecuen
tes en pacientes fueron : A24 (54.4%), B39 (22.72%), BS1 (18.8
%), BSO (22.72%), B62 (22.72%) y DRA (S54.54%),siendo sirnifi-
cativos entre pacientes y poblacién general solamente A24 y =
DRA, (tablaas 5 y 6)

Al determinar la asocinciédn entre los antig=nos de los -
locus HLA~-A/HLA~B y HLA-B/HLA-DR, se encontraron los haploti-
pos de lag tz2blas 7-10, mostrande asot:iacl.én significativa en
caria caso.

Para los haplotipos anteriormente considerados en pacien
tes, se realizd el andlisis estadistico entre pacientes y sa=
nos, no obteniéncose para ningunc de ellos significancia esta
afstica, es decir, no se encontréd relacidn entre alguno de los

haplotivos y 12 manifestacién de la anfermedad, como =e mues~
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tra en las tablas 11-14; aunque de éstos haplotiros, sélo 423
B39, A24;B60, B33;DR4 y B62;DR4 se encusntran con moyor fre-—
cusncia haplotipica de la esperada entre los pacientes.(tablz

15)
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Tabla 4 FRECUBNGIAS DE ANTIGENOS HLA EN PACIENTES CON CAH

SANOS Y POBLACION GEWBRAL

antigeno Paclentes Sanoa Pab, General
Al 4.5 2.7 16.27
A3 4.5 21.6 11.18
A23 13.6 13.5 3.38
AR4 54.4 40.5 31.952
A28 45.45 43.2 15.59

436 4.5 5.4 3.38x1073
B1L3 4.54 18.91 G.77
Bl4 4,34 2.7 7.11
B35S 27.27 24.32 21.35
B39 22,72 16.21 11.52
B44 9.09 24.37 13.89

BAT 4.54 2.7 3.38x1073
958 9.593 o 3.72
B60 22.72 18.91 10.84
B62 22,72 10.81 12.34
Bx 123,63 5.4 3.38
DR3 9.09 13.51 16.61
DR4 54.54 43,24 27.11
DRS 9.09 5.4 19.32
DR7 27.27 21.62 . 4.06
DRw14 4.34 5.4 27.45
D2x 9.09 13.91 £2.33
n 22 37 295




Tabla S5
HIA—A24 EN CAH
T A-A24
+ - Totales
Pacientes 12 10 22
Comtroles 93 202 295
Totales 105 312 317
2 <
rr = 2.6 X° = 3.96, p < 0.025
Tbla 6

HIA-DR4 EN CAH

HLA-DR4

+ - Totales
Trelentas 1z 10 22
Controles 30 215 235
Totalag 92 725 317
o= 2.5 X = 6.2, p < 0,025
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HLA-AZ ,839 =N CAH
HI1.A-A24
+ - Totales
+ 4 o] 4
MLA-B39 4 | 14 18
Totales 8 14 o2
2
X" = 5.524, n £ 0.025
Tabla 8
HLA—-A24,3863 EN Cad
HLA-A24
+ - Totales
+ 1 4 5
HTA-B&O
A-B&0 - 11 & 17
Totales 1z 12 22

2

X" = 4.1756, p < 0.05



Tabla 9

HLA-B393, DR4

HI.A-B39
+ - Totales {|.
—
+ 1 11 12
HLA-DR4  _ 7 z o
Totales 5 17 22
w?
¥" = 5.1786, p < 0.025
Tabla 10
YLA-B62,DR4
HIA-B&2
+ - Totales
+ 1 11 12
HIA-DR4 - P 5 10
Totales "5 12 22
2

X

= 5.1786, p< 0.025




Tabla 11

HLA-A2 ,B39 EN CaH

HLAa-A2 , B39

+ - Totales
Pacientes 4 18 22
Controles b3 36 37
Totales 5 54 59
rr = 8 2 = 2,499 w.S.

Tabla 12
HLA-A24,B60 EN CAH

HIA~A24,B60

+ - Totalenm
Pacientes 1 21 22
Controles 1 36 37
Totales 2 57 5=
Crro= 10714 X’- 0.1326  W.s.

M.S8. = No gignificativo



Table 13
HLA-B39,DR4 EN CAH
ILA-B39, DR4
+ - Totales
Pacientes 1 21 22
Controles 2 35 37
Totales 3 56 59
2
rr = 0.833 X~ = 0.5747 N.S.
Tabla 14
HLA-B62,DR4 BN CaH
HLA-B62, DR4
+ - Totales
Facientes X 21 22
Comtroles 2 35 37
Totales . 3 56 59
2 =~
rr = 0.833 X~ = 0.5747 .35,

= M siemmificativo

47
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Tabla 15 PRECUENCIAS HATIOTTIPIZAS DE LOS LOCUS
HLA-A/HLA=-B y HLA-B/HL.A=~DR DE PACLENTES CON
CAH, COFTROLES SANO3 Y POBLACION GENERAL .

HAPLOTIPO CAH SAYO3 POB. GENERAL
-+ ¢ 4

A2 ,3239 ¢ 8.26 5.12 4.13

A24,B60 *' - -12.38 T.65 3.4%

Ax, B18 0.2 0.51 0.46

B39,DR4 * 12.39 7.02 3.12

B51,DRx 1.65 1.53 3.03

B61,DRS ' 1.23 0.29 -

B62,DR4 *'| 12.39 4.67 2.93

(=) Indica desequilibrio de enlace nerativo
Significancia estadiseticz cuando menos con p < 0.025
Significancia estadistica cuande menos con p < 0.05

Significancia estadistica cuando menos con p { D.005
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DISCUSION

Este estudio pretend{a establecer los anti{genos HLA ¢n
pacientes mestizos mexicanos con CAH y eu asociaciédn con esta
enfermedad, lo que ha sido determinamdo en algunas poblaciones

de diferentes grupos étnicos.{10,23,28,31)

Como se menciona en 1la literatura (138), la poblacién me-
xicana estd formade de la mezcla de razas de diferente proce
dencia, cuyo origen tuvo lugar con 12 couquista y épocas pos-—
teriores a ésta, por lo cual, considerando s6lo a 1la poblacibn
mexicana que ha alcanszado el equilibrio genético, se realizd
este estudio, no logrando establecer un marcador genético prg
doninante en estos pacientes con CAH, ya que la procedencia. -

familiar no es comin para todos los casos.

Se ha observado en estudios de otras enfermedades asocig
das con antigenos HLA, que ciertos antigenos para los locus -
HLA-B ¥ ~-DR predominan en estas enfermedades. Para este traba
jo A24 (rr = 2.6) y DR4 (rr = 3,2) fueron los antfgenos HLA -
con mayor frecuencia significativa em los pacientes en rela——
cién con la poblacién general, encontrando al HLA-DR4 en otros
padecimientos como Artritis Reumatoide (rr = 4.2), Pénfigo ~=
(judios, rr = 14.4), Dimbetes Insulino Dependiente (rr 6.4),
ésta dltima al igual que CAH, e¢s agrupada dentro ds 1os pade-
cimientos de origen enddcrino.(44)

Al buscar asosciacidn entre los antigeunos de los locus —
HL4=-A/-B y HLA~B/=~DR en los pacientes, se encontrd que ésta -
es significativa =410 para los haplotipos que incluyen a los

ant{genos HLA antes mencionados y otros de mayor frecuencia -
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antigénica que no presentaban significancia estadistica entre
pacientes vy soblacidn general, pero ninguno de é4stos mostrd -
relacidn con la enfermedad de manera gsignificativa entre pa<+

cientes y sanos.

Es necesario considerar que algunos antigenos HILA-A, ~B
Yy =DR no se definieron y por 1o tanto, =olo algunos haploti-
pos estudiados se definieron completamente y loe restantes -
parcialmente, d-bido & que log antisueros utilizados de dife-
rente origen de procedencia, no reaccionan contra todos los -
antigenos de nuestra poblacidn, requiriendo contar con anti--
sueros obteridos de la misma poblacidn, siendo esto un traba-
jo previo a una investigacidén como esta, ya que un mayor niime
ro de antisneros de esta misma poblacidn, darfan tipificacio-

nes méds completas.

Se estd trabajando en obtencidn de antisueros a partir -
de placentas humanas, requiriéndose ademds determinar su espg
cificidad. Existe tambidn un intercawmbio de antisueros entre
laboratorios de diferentes pafscs que trabajan esta drea de -
investigacidén, lo que permite determinar antigenos HLA poco -
frecuentes en poblaciones diferentes de donde proceden los an

tisueros.
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cCoNCLUWHsSI ONGES

La finalitad por aclarar la azsciscide evistente 2nhre -
ant{genos HI:A y CAH, para prevencidén, prondstico 7 tratamiento

de futa =afrrredad, hace necesario ampiiar la poblmcidn s P

cientes =z2studiadoz, inceluyendo a sug familiares no enfernes, -
as{ como contar con antisuercs especificas de 12 poblacidin me

xjcana.

Al rerultar que no existe un marcador genético que ze T¢
lacione signitficativamente con la enfermsdad 7 por Lo twmnto
de mlgunt procedencia fitnica, se requiers buscar otrog genes,
cono lon ds C4 (CAB) que probablemente esten mds {atimanante

ligados & los funcidn de —

Ael cortisol

i
v regulacidn de sus wnivelss sanguineos. (37 41, 45, 46)

¥l establecer 1la predisvosicidn genética azociada S0

a genes 1l siste—ma HLA o genas situales 2n ega regién y cer—
canss a loe gewez de la enzima 21-0H, myudarf{d 2 ancontrar la
susceptibilidad a ls enfermedad en los furmiliares Ae pacientes
cont CAM, oune pronostice vy previene de una descendencia afectg
An, asi cemo permitiria seleccionar el tretmmiento adecuado —
evitando reacciones secundari.s contraproducentes, al detsrmi

nar i es= rosible, 1n forma y el tipo de TaH.

.o anterior =clararia si este padecimianto tienme un ori-—

Zen antropoldgico o si es independiente de éste, comparands? —

los resultzdos ontenidos con Loz otroa grunos dtnicos tudia

dos.
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La substitucién de una sola base en la secuencia del DNA
que egpecifica el cambio dec un amincécido por otro en un pun-
to especifico de la molécula de la enzime 21-0H, podrfa ser -
1a causa de su inactividad enzimdtiea parcial o total en un -

paso de la esteroidogénesis adrenal, que conduce a la CAH.

Se ha encontrado la deleccidén del segmento C4B;21-0HB en
la regién HI.A, = consecuencia de entrecruzamiento ¥y recombina
cidn desiguzl entre los cromosomas homdélogos (cromosoma €6), —
durante la meidsis y su deteccidn podria explicer la manifes+

tacidn de la enfermedad CAH.(40,45,46)

Realizando més estudios sobre lo anteriormente mencionado
usando t€enicas aprobadas y controlando las variables que pu-—
dieran afectar los resultados, permitirfan a¢larar la asocia-
cidn HLA~CAH, si existe.

En este trabajo la técnica empleada, asi como el control
de variables en su desarrollo, se encuentran ya establecidad
en trabajos previos, por lo gque, el no haber logrado determi-
nar una asociaciédn de CAH con antigenos HEA en la poblacidén -
estudiada, es diffcil asociarlo al método empleado y factores

que intervinieron.



23
APENDICE

REACTIVOS EMPLEADOS.

Solucidn Picoll Hypaque estéril en frasco ambar de 100 ml
de Pharmacia Pine Chemicals (Ficoll-Paque)

Medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute,Medium 1640)
%¥edio de cultivo enriquecido en protefnuas, amincdeidos, vita-
minas, sales y rojo de fenol en frasco de 500 ml con una con-
centracién 10X y estéril de Dulbecco, El volumen deseado se =
prepara con agua deslonizada.

30lucidn salina amortiguada preparada con las siguientes
sales disueltas en agua desionizada y aforando a 1 litro, se

ajusta el pH a 7.0 — 7.4.

NaCl T.65 g
HaeHPO4 1.268 g
Nal PO, 0.1 g
KH PO, 0.2113g

Suero Petal de Ternera en frasco de 100 ml de Microlab.

Solucidn de AET(dibromhidrato de b-aminoetilisotiourea)
Pesar 39.34 g de AET seco, diluir y aforar a 1 litro con agaa
desionizada, ajustando el pH a 39.0.

Solueidn de Hanks preparada con agua desionizada a partir
de 3 soluciones a4, B y C.

Soluecién A :

NaCl 40.0 g
RC1 ) 2.0 g
NeH PO, : 0.356z
KH,_PO 0.3 g

274
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Glucosa 5.0 g

Na2504 1.0 g
Rojo de fenol 0.085g

Se disunlve con agua desionizada y se lleva a 1 litro. -
Ponexr en frascos de 100 ml, 70 m) de agua desionizada y 20 ml
de solucidn A. Esterilizar en autoclave a 10 1b por 15 min.

Solucidn’'B :

Disolver 0.310 g de Ca012 en 100 ml de agua desionizada.
Esterilizar en autoclave a 10 1b por 15 min.

Solucién C :

Disolvar 0.7 g de Ncho.3 en 100 ml de agua desionizada.
Esterilizar en autoclave a 10 1b por 15 min.

. Al frasco con solucidn A afiadir 5 ml de solucidn B y 5 ml
de solueidn C en condiciones asépticas. Sc conserva a tempera

tura ambiente.
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