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l. 

R E $ U ff. E N 

C";l objetivo de este trabajo fue tipificar 1os nntí~enos 

de histocompatibilidad en pacientes con Hiperp1a~ia Adrenal -

Congénita y ·:o>ctob1er:-er su ~~elactón TflA-Bnf·~T"!nr(~Pd; T)flrn ello 

a2 estudiaron 17 familias mesti?.aa mexicanas con 22 pacientes 

y 37 sanos. La técnick que se e~ploo fue la microcitotoxici-

dad. Como se tipific:1ron familias, se 11udieron ~titn.blccer al

gunas combinaciones por croriosor.ia., lo qu~ se conoce como ha--

plotipo. 

Se comnararon t.anto 1 os antíge."!OS r.or scp'-lrn~o, cv1io pur 

h.apl..:>tipo entre p<J.cien.tcs contra ~\ano::3 e inclusive contra po

bluci6n genera1, encontrJndose un inr.rement'o en los pacientes 

de l.os antígenos ITT,A-A24 y ALA-!lR4 con significancia estadfo

tica a1 compararse conT.ra la pobl~ci6n general. Los h~ploti-

pos considerados son : A2B39, A~4B60, B39DR4 y B62DR4 mostra~ 

do TJJayar :recuencia hapl:Jtípica en p·oi.cientes. nero riinguna r~ 

1aci6n significativa con la enferrne•lad, ':11. comp;:trarse pa.c ien

tes contra sanos. 

Va.rioa factores pudieron infl11ir en 1.oa resul.tadoa, que 

no permitieron ac1Hr9r l!'t existP.ncia a~ U'1. marcndor genético 

asociado a Hiperp1asia Adrenal Congénita en la pobluc16n mex~ 

c~a, incluyen.do orígenes antropol•5.gicos .Y diversida.d· alálica 

para ésta enferm.eda~. 
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IllTROO!JCC:1ClK 

Loe ar'ltfgen.::1s ie hi.stocanp:itíloil idad dan identidad ~~né

tica a cada individuo y constituy.en al Coaiplejo Frincipttl de 

Histoco~pr,.tit.ilidart (li•Hc), si1!:-J'i} r>l :-istf"!"'ll\ Lfl A (H= h'!..1-:iano, 

L::; 1-eucoci to, A= prini:~r sistema) en el humRno y cu.vo estudio 

se ~a realj_..,.~do f'·!1 base al :;i:=itemu H-2 rie 1 ratón nor contar -

con cepaB endJgá-:iico.s ro.ra estir'iiar la ~·~Spuesta inmune e in

teracciones celulnr~s, d6peniientes ~P ~~nes ~e este sistema, 

extrapolándo!::!e al sistema. HLA, el cual ec> locAli7n en el hra.

zo corto rJel crornosoma 6 constituido por un conjunto de genes, 

ce.da uno c:m sitio ecr>ec.ífico (locus) y .hPr<':'risrlos ('O!?lo unidad 

(haplotipo) y er1 I'or~a codo~inunte, nrcEuntan•io diversidad a-

1~1.icR {poli~crfi~~o, tabla I). 

En 1a regi6n HI.A existen eenes con diversas :funciones 

antíg~nns leucocitarios HLA-A, -B, -e, -D/DR tipi~icndores de 

tejvj•)S; e-'1?im~H· c~_1n10 r:;1i~xrlasa ~r 21-hidro:r.-il1.r;n (21-0!{)¡ 

componentes (C2, C4, Bf} y receptores (CJb, CJd) del comple--

mento; que regul-<1n 1A resr-u"!sta in'Tlune, determinan cnpaciiGd, 

tiro y ro~.zni tu·l de lu :nisrn.-... ; promueven la producci6n rle célu

las inrnun.Jco'.llpetentes ,y controlan ~u coo!J~r'9t:'i-5n e inter..-;ic: -

ci6n; tiet.er .. ,j~·Ln suoc""r-ti:.rilinnd .v resist'""'1C"ia a c1.f~rt.:=n::. ~n--

feruedades; regulan la síntesis de hormonas esteroides y ~m-

briop;énesis. ( fi~. 1) ( 4, 22, ~7) 



HLA-A 

Al 
A2 
A3 
A'J 
Al O 
All 
Awl9 
A23(9) 
A24(9) 
.c25(l·J) 
A<6(10) 
A28 
A~9 

AJO 
AJl 
AJ2 
A"133 
Aw34 
/i'N";Ó 

Aw4J 
Awúü 
AwóB 
A:1(,9 
Aw69 
Aw74(l<J) 

Tabla l. ESPECIFICIDADES RECONOCIDAS EN 1987 

PARA EL SISTEMA HLA 
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l'TLA-B J.!L/l-C m.r,-D/-D:l HL.-\-DQ ilLA-Dr 

B5 B~g( 21) Cwl O\,·l DRl DQwl DPwl 
B7 Bvv50( ?l) cw~' n·.-.~ "JT. J ¿w~· DPw2 
911 ~51(<;) Cw3 D·"J ·113 1)·~~:3 DFwJ 
Bl2 R . .,52 e·. J ~,. .. ~1 'IR4 ¡;;¡ ..... 1 Dl'w-1 
BlJ ~w53 Cw5 :J·.':'i DR5 DQw5(1) DPw5 
Bl4 l?n54( .•·;. ;:) Cwú :Jw6 DílC It:v.-5(1) DPw6 
Bl5 l<w55(w~2) Cw7 Dw7 "li!7 ¡y_,-.. ,.7 (3) 
BlG BwSQ(w2?) c .. -.. ~ ¡)'...,g DRwA D.~w8(3) 

Bl7 Ew57(17) cw·-l( .>) J)w') DRw9 l)i:¡w')( 3) 
Bli D.•_.r,"";(l.7) C«·Fl(J) u"'' 1 Díl:·:.lr) 
:321 I?.·.·r5-:¡ r,,..1.1 :i··.l.!. iJ'(·,·.<!.. l 
~W22 Bw6'J (<¡o J Dwl2 ~Rwl2 

"27 3w51(4'.l) :i··.13 ")Rwl3 
~J5 Bw62(15) LJi;:l4 :JRwlt. 
B37 :lw6J(l5) !Jwl5 DRwl5(2) 
BJB(ló) Bw64 .F.vló D:J·,,16( 2) 
B3'!(16) Bwó5 Dwl7 DRwl7(J) 
r:-~o :-. . ., ... ~~ 7 'Jwl8 'Hwl ~(3) 

"": . .,..7~¡ 1.) \ 1 ·1 

rw,,,.;· ? .. .-71 )<"."?') 

;e,.:.;( l.') :·'!-1:'72 ~lt:2l 

lJé5(12) Bw?J Dw22 
fr.•:46 l'w75(15) 'J",•.23 
Ew47 Bw76(15) 'J•:,•24 
Bw48 Bw77(15) Dw25 

Dv.-'?ó 

Bwd 
s....-c 



P'ig. 1 COMPLEJO PRINCIPAL DE RISTOOO!i'PATlBILIDAD 

HUMANO HLA 

C~ ____ A jlllllíllli!llillllllllill\) 

4· 

' 1 
. f Crorao~oma 6 

GLO 
PGM3 

02 

C4A C4B 

PGM 3 Fos~oglucomutasa 3 
GLO 1 Glioxalasa 
A, B, C, D, = Antígenos de hietocoapatibilidad humanos 
C2 = Pactor 2 del C011p1emento · 
C4(A y B) = Factor 4 del co•pleaento 
B~ = Factor de la vía alterna d&1 co11p1e•ento 
21TOR (A y B) = 21-hidrox11aea 
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A N T E C E D E r. T E S 

la historia del siBte~a de hiRtocompatibilidad comi~nza 

a principioa de este siglo, con tran~plante de tumores en rak 

tones por Jen~en en 1903, augiri~n~o la existencia CTe la rel~ 

ci6n entre susceptibilidad a1 tréiU1epla.nte t~oral y la rav.a -

con alguna forma <je co:'ltrol e~nét.ico. (55) 

En 191G Li.ttle estrihlcció loo principios básicos de trft.n,!! 

plante, de111ostrando que injertos cutáneos dentro de eatirpea 

endogámicas tenÍftn éxito, mientras qu~ los i!ljcrtoc ontro és

tas (aloinjertos) frae:asabsn .. !'os!:c-riormcnLc Alriana en 1933 

propuso que la inurunidw:l estaba rlirjgida contra aloinJertoe 

más que contrn antíg""nc~ tu.:::ora;..,::a, predi.~iendo dif'erení!iaa 

antigénicae co~parables con las de loe gMtpos sanguíneos, al 

conservar loe tUD1ores caracteri5t icas aloantigt!inicaa r:lol don~ 

dor que inducían rechazo tumoral.(55) 

Gorer en 1936 eatableci6 que la r·eaccí6n entre aloinjer-

tos en ratones estaha relacionada c::m el groifo rle histocornpa

tibilidad de los aloantígenoe detectaéloe por nerología, .leec!:!. 

briendo lo que crey6 o~ro sistema aan.guíneo An ol ratón, cuyos 

genes codifican al antígeno II, 1eterminante del éxito o ~ra

caso de injertos tumorales, denomtn~ndolos genes de histocom

pat.ibilid::id o :r y poestulando sus leyee. al introducir en rato

nes de la primera línea cong~ní~a que obtuvo, el genoma del -

col'Jlrilejo -Je hi::itoc::.liiipe:d.ibilida.d de otra. Cf?pa purn.(5,14,44) 

Gorer, Lyman y Snell en 1948 derau~atran que.· el ·.gen ·pa.ra

el antígeno II se encuentra en el cromosoma 17, que-porta ad,!. 

más el gen de la braquiuria (T) o anormalidad de 1a cola; con~ 

tRtando Al1en en 1955 que no se trataba de un eolo gen, eino 

de un sistema complejo a1elom6rfico H-2 difer&nciado, deteCt,!! 
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do por recombinantee íntra H-2 en transpl1ntee; 1)errostranño -

Amos en 1953 que el producto de lo5 genea ~e esa regi6n podÍR 

detectarse on loe leucocitos del ratón por 1eucoagl.utinaci6n .. 

(14,55) 

Rn 1943 ~edawar y col. demostraron las bases inmunol6gi

cas del recha7.0 de transulante do t.ejiño norrnnl, comparando -

transplnnt.es rle piel autóloga y alog6nica en conejos y po~te

riorm.ento en 1953 induce toler.r:incia incmnol6gica en ratones -

reci'n nacidos. inyectando célul&e linfoides del donador del 

injerto de piel. ?IJ!itchi3aon en 1954 co1aprob6 que la reacción 

al alotransplla.nte era un fen6JU.f!'n1J mediado bÁ.!licamen te nor in-

3unidad de tipo celul~r.(14,55) 

Yediante la reacPi6n a pérti~os sintéticos en algun~s e~ 

paa endogámicas de cobayos, Bcnacerraff en 1969 logra postu--

1ar 1a teoría sobre Lu existencia de algunos genes para la re~ 

puesta inmu~e en loe ani!'lla.les que respondían; observando lo -

::iisrav en rat.Jnes Me Devitt F.!n 1968, •.i;=rniue:Jtra que estos gBnec 

Ir-1 estan en la reP,;ión I, asociados y dentro de ln. región 

H-2.(5,14,44) 

La participación del complejo H-2 en la regulaci6n dP.l -

metabolismo hor~onal en ratones machoe, fué descrita en 1972 

por Ivanyi; demostrando post~riJrmente nemant y col. su papel 

en e1 con trol gan~tico y acti vid,.td de pro te Ína.s del coiaplemen: 

to.(14) 

Los de~!l°cubrimientos ·iel sistema l-fl·A, indepen·lie'ltes del 

~iste~a H-2, se iniciaron entre 1~20 y 1950. Dnueset en 1958 

descubre en individuos transfundidos producci6n de anticuer-

poe aloespecíficos, reaccionando con inrlividuoa no relaciona

doe para e1 primer antígeno leu.cocitario, el cual ll:im6 Mac .. 

(5,14,44,55) 
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En 195B van Rood y Payne deecubren indepenñientemeote 8!!. 

ticuerpoe a.ntileucocitarios en euero d~ mujeres mu1típaran. -

Payne en 1964 descubrió 2 03pecifieid~dea de una primerR eerie 

6 LA, LAl y LA2.(55) 

Yunie en 1970 describe a1 1ocus HLA-D como an4logo al Ia 

raurino y Amos en 1971 lo asocia con la pro11ferac1.6n linroide 

en cul ~i vo mixto dQ lint'oci tos ( cr:r). ( 14) 

Loe deterainantea de activación linfocite.ria (Lads) dae

cubíertoa por Scherd y Donelly en 1971 por acci~cnto al =ez-

c1ar linfocitos de 2 individuou diferent~u genética~entn, mo~ 

trando días ·cespu.és las célu';_o.s cultivadas e::;timu1aci6n b1as

togénica; demostraron qul~ loa antígenns qua pro11'\Uf'!Ven la rcn.s:. 

ci6n de CML eatan bajo control gen~tico. R~javoo1je1 y col. -

en 1972 por estudios farai liares, localizan al gen de1 CML -fu~ 

ra del 1ocue RLA-B- conocido como RLA-D; ein embargo, exiete 

al menos otro gen Lad (Lad 2) que se identifica entre HLA-A y 

!-!LA-C de re.;cci6n al CML. (14) 

Olivcr y ~eztenstcin en 1975 basado en asociac~one3 in-

frecuentes, postu1an la existencia del locue HLA-C aeparaclo -

del locus HLA-B por ocu.rrencia-de entrecruzn~iento y recombi

nación en familiae.(14) 

Teieberg y col. en 1976 de~criben poli~orfism~ del co~p~ 

nente de"l. compl.emento C4. asociado al. locua HLA-B y O'Nei.11 y 

~ol. en 1978 determinan 2 1oci para el ~ismo, cada uno con un 

alelo com1ln eilencioeo.(2,14,43) 

En 1984 White y col. manifiestan. que existen 2 genes co

dificando la enziaa 2l-hidroxí1asa (21-0H), cuya deficiencia 

se asocia a genes HLA, ya que ae encuentra ubicada eD ·eea re

ii;i6n del cromoeoma 6.(fig. J.)(17). En este 1'11emo año ee eet&-



blecieron loe loci HLA-DP y HL\-DQ. 

La priaera asociac16n entre el Co,,,ple.io 'Principal de Hi~ 

tocompatibi1.1dad (lr.HC) y mieceptibiliclad a 1.a ~nfermedoid ftté 

reportada por Li11y en 1966 al descubrir el. iniportante plipel 

del c:)mplejo H-2 del r-at6n, cor110 r~ 1-:ulador de la re~istencia 

a1 virus de leucemia de Gro8s. En el humano Amiel en 1967 de

~ueetra que pacientes con la enfermedad de Hodgkin prP-sentaban 

el antíg-eno HIA-A2 con m3.yor frecuen~i::i que la poblnci6n nor

mal.(4) 

Avanece reciente3 han descubierto asociaciones HLA-enfe~ 

z:aednd, en los qu8 se basa el •'liagnóatico, pronóstico. rreven

ci6n y trata!'li•?n to de r .. lgun~s en fermeda.dP.e. ( 14) 

La eapon~ilitis anquilosante (AS) ~uestra la asociación 

m4e sorpren~ente conociia hRsta l& fecha, ya que más del 95< 

de pacientes tienen el antígeno RLA-827.(14,55) 

La Hiperplasia Adrenal Congénita (CAH) por deficiencia -

de la enzima esteroide 21-0H, es uno de los ejemplos de aao-

ciaci6n l.lLA-e:ifern'!.-i:J.d, cu:::i pr<:di!:!p::1:Jir::i6n ,ge:l~"tica .::e ve n.-

sociatj_a principalm(mte con los gen~a de llLA-n47; DR7 y HLA-Bl4.; 

DS:l, según el grado ñe m~ini festaci6n 1ic la en:fermedad, varia!! 

do su porcentaje .ie acu~rdo a la 'flOblaci6n ~studiada. Se han 

observado pn.cien tes con otros antígenos HLA que preaentan la 

~nfcrmedad~ nstu ~iferencia de c~da pohl~ci6n ~e debe a dife

rentea marcadores antropo16gicoe y variantea al41ica~ para CAH 

reaul tanda de :nutaciones genéticas. (ll., lJ, 3;-·,49) 
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HE!!ENCIA 

La aepecie humana cuenta con 46 cromosomas en cada cálu-

1a somática, siendo 22 pares autos6micoa y un par sexua1 9 que 

le dan ~aracterístlc?e diploidee, procedi"ndo 23 cromosomas -

de la madre y 23 de1 padre. Cada cromosoma ~iene genes en lu

gares eanecíf'icoe (loctt:!5), encontrando su holjl61ogo en e1 otro 

cromoso1•a que for;na el par y cuya.a variantes n.lélicae exioten 

en cada 1ocu~; aeí un individuo que presenta idénticos a.1eloa 

hom6logoa eerá homooigoto para eee gen, pero ~i éatoa son di

ferentes será heterocigoto, en el cual uno dominará al otro -

{ do-,inn.rv:ia) o ambos so cxpresu.ra.n ( codo;¡:in&.ncia). { 55) 

Por herencia mendeliana simple, un individuo hereda 2 h~ 

p1otipos HLA, siendo todos sus genes D"UY próxiiao~ y ligarloa -

entre sí, po1im6rficos .y codominantes¡ aai dentro de una fami 

1ia, donde el padre presenta 1o~ hap1ot~Pos M y N. y 1a madre 

loa hap1otipoe Q y R, se tiene para 4 ño eue hijoa lns asocil! 

cione.s posibles- de haplotipoe niguientea : li1!'Q, MR, UQ, NR, do!! 

de existe 25-~ de probabilidad para que 2 hermano~ coi:1partan -

los miamos haplotipoe, 50~ de compartir un haplotipo y 25% de 

ser incompatibles en sus antígenos HLA.(fig. 2)(15,55,56) 

!!ECGMBII! ACicr; '{ Dl'T'RECRUZAMIENTO 

DurFUlte la mei6sis los cromosomas hom61ogos se aparean -

antes de la reduce i6n de 46 cromosomas (di pl.oide) a 2 3 erol'llo

e om;;ts ('i'u;pl oide), eiendo posible que ocurra re.co:nbins.cj 6n, i!!. 

tercambiando lae regiones hom61ogae apareadas, aateria1 gená

tico que origina una nueva uni6n, e~endo la rrecuoncia de re-
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liór:! .. 'l p~!"cL1l. e~! re h-:-".'··~ano~,. 
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coabinaci6n ·entre 2 loci, proporcional a lrr diHtancia "Jlte Jos 

eepara, e:egregándo:se corno n:iidad lot..\ ;::,ás próximos y en forurn 

independiente loe alejadoe.(rig. 3)(15,55) 

D E S E Q U I L I B R I O DE E N L A C E 

~a cercanía di=! los genes del HLA ra.ramentt?: du lugnr a d.!, 

sociación por entrecruzamiento en la me16eis; así 1~ ap~rici6n 

de 2 antígenoa sohre el mismo haplotipo ee más frecuente de -

lo c.=;rer:..do al mul tipliC:lr su.s rrecuencias in<"livirlunles, lo -

que se conoce como desequilibrio de enlace (A), evit1luado por 

la dif'erencia entre la frecuencia observada y la esperada pa

ra un haplotir•o con asocL1ci6n de ~ ;.-;intígeno.::i HL,\. (15) 

Se han postulado hif>6tesie parr-:i expli.car el deser;.uilibrio 

de enlace. que involucran los siguientes facto~ea : (15) 

1) ~igraci6n o mezcla de poblaciones. 

2) Selectivi 1--d. 

J) Conscrnguinidad. 

4) Derivaci6n ~1 azar. 

El desequilibrio d~ enlacr.· .::.e encuentra al determinar 

los antígenos HI.A de una población, seílala.n sus orígenes y m,! 

grncion~s, así co'T10 l~R rPlacioner:: c0n la expresi6n rle '·•lgu--

nas en~ermedades.(14) 

La comparaci6n entre individuos ele rli:ferentee ra7as r.n .. 1~~ 

tra dif"erencin.!:I en las frccu.enci:1~~ de genes ( t:;;ibla 2). ;\rt {g~ 

nos frecuente:: en un[! poblaci.Sn pue-J.en 0;:t[;..r ::Hl~"'en°t"!.9 en tJtra~, 

lo cual es de gran utilidad en inveetiga.ciones antropológicas. 

Si.n e-~r~r:;r".>, laR f'recu~ncias de genes eetahlecidas P.-.; \lnn 

poblaci6n norinal en comparaci6n c~n algunae patologías en oc~ 



15.lVAJ.ENTE ENTRECRUZAMIENTO 
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FIG. 3 ENTRECRUZAMIENTO DF. DOS CRO!iOSOMAS HOMOLOGOS DURANTE LA MJ::IOSIS 



Tabla 2. FRECUENCIAS AlfTIGEtlICAS J'ARA t.or:us HLA-A,-D y -DR. 

Antígeno EUC NEG JAP A~'I 

Al 27.5 6.5 1.0 2.9 
A3 21. 'J 14.2 1.1 2.9 
A28 7.7 16.6 1.1 13.0 
A36 0.1 3.3 0.5 o.o 
Ax 0.9 16.2 2.6 0.2 

n 2648 367 948 69 

B5 16.8 4.6 36,4 47.9 
B8 15.7 5.8 0.2 2.9 
Dl2(w44,w45) 22.9 2:t.4 12.e 7.3 
Bl.3 5.6 1.4 4.0 o.o 
Bl.4 5.8 13.0 0.2 1.5 
Bl.5(w62, w63) 11.4 2.5 l.7.1 43.5 
B16(38, 39) 9.1 3.6 6.1 23.2 
Bl. 7.(w57,w58) 8.4 28.0 1.7 o.o 
B21(49, 50) 7.0 6.3 0.6 1.5 
B27 7.7 3.fJ o.8 1.5 
835 1a.2 12.1 14.0 20-3 
Bw47 0.9 0.3 0.4 o.o 
Bx 1.2 30.2 23.0 0.2 

n 2652 365 950 69 

DR2 25.l 28.5 36.0 46.3 
DR3 20.4 31.. 6 3.2 6.0 
DR4 18.J 9.6 41.4 47.8 
DR5 19.5 24.8 4.3 3.0 
DRx 66.5 JJ.6 26.5 15.6 

n 249? 323 884 67 

EUC Europeoe Caucásicos, NEG Nep;roe, JAP Japoneses, 

A!"\I Inrlios Americanos, MEX Mexicanos. (3) 

MEX 
]_.9.8 

5.9 
5.9 
o.o 
0.2 

85 

16.7 
6.0 

34.5 
4.8 
4.8 

17.8 
15.4 

3.6 
15.5 

4.8 
41. 7 
o.o 
0.2 
84 

14.8 
16.0 
28.4 
27.3 
66.9 

88 

13 
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e iones presentan desequi1ibrio de enlace, tal co110 se •uestr ... 

en la. tabl.a 3, 

TabJ.a 3. ENFERMEDADES ASOCIADAS AL HLA. 

Enfermedad 

Enfermedad ~e Hod~kin 

Hemacromatosis idiopática 

Enfervs.edad de Behncet 

Hiperp1nsia Adrena1 Cong~nita 

Espondi lit.is anq•.i'i1.oaante 

Enfermedad de Reiter 

Uveitis anterior aguda 

Tiroiditie subaguñ~ 

Psoriasis vu1gar 

Dermatitis herpe ti !'orne 

Enfermedad celiaca 

Síndrome de Sj8gren 

Enfermedad <le Addison 

Enfermedad de Graves 

Diabetes mol.J.itus tipo I 

Lupu~ erite~~toeo9 sistémico 

Esc1er69ie 7"Ú1tip1e 

Síndro~e de Goodpa.sture 

Artritis rl?u.matoirlc 

Tiroidi tia de Hashinaoto 

HLA 

AJ. 

A3 

B5 

B47 

B27 

B27 

B27 

B35 

C6 

DR3 

DR3 

DR3 

DR3 

DR3 

DR3 

DR3 

DR2 

DR2 

DR4 

DR5 

B = Enrerm.os, C= Contro1ee sanos, rr 

1.l'recuencia 

E 

40 

76 

41 

9 

'.JO 

7'1 

52 

70 

87 

1)5 

79 

78 

69 

57 

56 

70 

59 

88 

50 

19 

e 
32 

28 

1.0 

0.6 

9 

9 

9 

15 

33 

26 

26 

26 

26 

26 

26 

28 

26 

32 

19 

7 

rr 

l.4 

8.2 

6,3 

15.4 

87.4 

37,0 

10 .. \ 

13.7 

13.3 

15.4 

10.8 

9-7 

6.3 

3.7 

3.3 

5.8 

4.1 

15.9 

4.2 

3.2 

rieego ral.ativo (44) 



l.5 
lf.ECANIS!liO O~ AS<Y:IACI ON HLA-E!IFER!l!EOAD 

El de~cubrimiento de asociaciones entre ciertas enfer:ne

dadeB y e1 JlllC representa uno de loa avancee máe importantes 

de 1a última década en medicina clínica, y proporciona por -

priaera vez una base firme para e] entendimiento de la causa 

y patóg~neeie de toda una serie de enrermedn~ea rlif!cilee de 

comprender, como son esclerosie en nlacs o artritis reumatoi-

de. (l.4) 

La pri•era indicaci6n de que el MHC jugaba un papel ia~ 

portante en la patoe;:énP-sis de ciertas enferraededee fue el de!!_ 

cubriIJiento de genes 1igado:s n H-2 que controlRn 1A. re!Jieten

cie. a 1a l.eucogénesis viral y l.:¡.s respuesta:?. inr.:mni taria~ es

pecíficas. (l.4) 

Se han postulado teoríae n cerca de loe mecanie~oe que -

explican 1ae asociaciones HLA-enfermedad.: 

l.- La mayoría de las ar=ociaciones involucrando e.ntíp;enos de 

loe loci Hl A-B o -D, P.Videnci&Jl la acci6n de gene e de respue_!! 

ta inmune específica, estrechamente ligado8 y en desequilibr~o 

de en1ace con lo& antígenos de esos loci. La carencia de un -

determinante adecuado originaría eusceptibilidad recesiva ha

cia ciertas infeccionoe. Un net.erminante autoagresivo origin.2 

ría suecoptibi1idad dominante hacia fenómenos autoinmunes, o 

bien detenninnnte ~~ in~unoeupresi6n.(14,15,44j 

2.- E1 mimetiB!'l:O molecular supone que lar:: antígenos ·le cier-

tos microorganismos ee asemejan a algunos antígenos HLA, cau

sando ;.;•is"'ro-r:tibilidad dominnnte hncia infeccion'!'a severa.e en 

individuos que 1oe portan. Ea posib1e riue dicha. s".?me,janza ~n-
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tj_g&nica pudiera conducir al quebrantemiento de la nutotole-

rancia, y por una susceptibilidad dominante (n.ut 1>irununidad i,!! 

ducida por virus). Seager y col. encuentran linrocito~ HLA

B27 en individuos con eepondilitis anquiloaa~te (AS) re3pon-

diendo poco a Klebsiella, lieándoee loe linfocitos por los 8.!! 

ticuerpos.(4,14,15,44) 

3.- Eetructura~de auper~icie celular, como a.ntígenoe HLA po-

drían servir como receptores para ciertos agentes patógenos. 

Es el caao je los receptores Ced como sitios de uni~n del vi

rus Bpetein Bqrr para linfo~a de Burkitt y mononucleoaiD infeE 

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

4.- Algunos antígenos podrían inf'luir en Ja f'unción P.nr16crina 

o en la ínteracc16n celuJ.ar, inter~iriendo en la interacci6n 

entre hormonas y receptoree corrcapandientes en la superficie 

celular. (44) 

5.- Anomalía~ en un ~actor del complemento controlado por el 

'5ietema HLA (02, 04, Bf'), podrían causar susceptibilidad ha

cia infecciones u originar fenómenos autoinmunes; o bien, ~nr 

desequilibrio de enlace o aus~nr.ia de recoinbinaci6n con genes 

vecinoe a ellos.(42,44) 

6.- Alteraciones on genes vecinoe a loa del HLA, rredíeponen 

n ciertas enrermedarles, por la ~xistencia ent~e ellos ae ~es~ 
quilib~io de enlace, roanifestá.ndo~e 1a asociación; es el caso 

de la aeoc1Rci6n dal antígeno HLA-B47 con ~iperplasia Adrenal 

Cong~nita por de~iciencia de 1a enzima 21-0H, cuyoe ~enea no 
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se incluyen en 1a respuesta irunune.(42) 

7.- Genes de la respue3ta inmune cifradoa por mHC oontro1an + 
la ~agnitud de la respue~t~ de c~1ulae T a productos bacteri~ 

nos especíricos.(14) 
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H I F E ~ ? L A ~ l A ADRSl1AL C O N G E N I T A 

Ln Hiperpla2ia Ad~enal Congénita (CAR), perten~ca a la -

ramilia de des6rdenos hereditarios de eot~roidog~noaia adre-

nal, cor.io nn carrtct0r a.ltt~s6mico rece!3ÍV.J (AR), con defecto a 

la síntesis del cortisol.(13) 

Se rresenta e-n 1'lifarentes g:ruroa ~tnir:oa, ambos sexos, -

~l nacer, en la p•lh~rtnd, antes y después de ell:a, ma.ni.fest&!.!, 

do alter.A.cienes a nivel hor:.n'.)na.1. y junto con ello en los cara.s:. 

terea sexuales primarios y sec1-111darios. (35) 

Estudios con DNA reconi'hínante de 1~11coci t JfJ y eecuencia

ci6n de aas genes, nrueetran eittoe a.e mutaci6n (!enética on C,!;! 

da variante alélica del gen en cuestión, ueí la delecci6n es

tructural del f'ra.gmento en la reg16n R'LA, C4B; 21-0H, da. oor -

resultado entrecruzamiento desigual durante la mei6ei~, cuya 

recoinbinaci6n lleva a la duplícaci6n de C4B;21-0H en un crom,2 

sorn,, y a :;u au~;enci;i. en el otro, el cual porta ~1. errnr inna

t~ del rn~t;~~3li~~o.(fi~. 4)(7,29,40,41,45,45,50) 

E T I O T O ~ I A 

CAR ea un sín~rome adrenogenita1 que se encuentra por R~ 

!:lcnci::t '.l c:&.re:-:.cia d~ Ja en::iraa 21.-0H (E .. C .. 1 .. 14.9q.10} en 11n -

paso de la bioeíntesis del cortisol, para convertir 17-h~dro

xi.proe;:est~rnna (1. 7-0H) a 11-ñcsoxicortíeol; aur.!1entándose sus 

precursores qu~ rlan lugar a metabolitoe urinarios !'!O P-xceso, 

C37,45,53) 

Existe control por retroalimentaci6n negativa p1aemática 

nor1aa1 entre cortisol libre y hormona adrenocorticotr6pioa 

(ACTH), interviniendo el sistema hipotalánitco-pituitaria-adr~ 
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"I A-B\"47 ( de:!Fidiencia <le 21-0'-l) 

E;f 21-PHA 

'1I A-38 (normal) 

C,2 21-,PIHI 
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nal• que actúa -en ausencia del cortisol. aumentqn.10 la secre

ci6n d~ AGTH, que 4115ti-nula a le.5 g1á:ll'lu1-::in adrenal·?.3 a 1.a pr2 

ducción e-xceetva J.e andr6genoa (testosterona), aldosterona y 

¡irecursoree del cortisol, e:.sí co'!;:> r,. hi!ier-pl::,si.1 ·i~ la c."Jrte

za adren al, que s i!"l te t 17.a 3 clr.-..ses de hormona.~ : ~·"inernl.ocor

t icoides (vía 17-deaoxi), ~lu~o~ticoiice (viá 17-~idroxi) y -

~~dr6genos.(fi~s. 5,ó y 7)(13,37,49,50) 

Dentro de ia forrnaci6n de eetor0ides, loe oventoe bioqu! 

micos más i~portantes eon : la introducción de grupos -OH en 

C21, Cl? y Cll, catalizRdos por sistemas enzimátic.-:is especít"'_!. 

cos.(37) 

La~ causas de 6ete aín~rome adrenogenital incl:1yen : (22) 

CAR virilizante 

Adenomas 

Carcinomas 

D I A G N O S T I C O 

Se busa en l~s ~anifestacianes e historial ciínicos 7 neo~ 

pañadoa de aná11sis h:Jrmonal de loa nivel.::a p1asruáticos matu

tinos (mujeres en 5°-8° dina del ciclo menst1"U&l) de progest~ 

rona (F) y 170HP (6 e np/ml), indican-to exc~:-:i"J rl<J 10'9- niv~ll>a 

basal~s normalqs 1.o los anteriores y ACT'';..{ 7 c•)O ñismínución de 

17-cctoet~roi.i.e~ 7 l 7-hidroxic0rticosteroi1.es y c-:Jrtisol en o

rina, debid.o a la r~nción a"10rrnal ti~ las gJ!ndul:ts ,\drenales 

p1r r!1.ter8ci6~ enzi;nd~ic~.(~~.37) 

Si los r~sultados son dudosos, se realiza ~n p~rfil hor

raonal postestimulación de .4C'l'H, detectando en mueBtr-iS sangu.f 

neas a los 30, 60 min. de su administraci6n, los.niv~les de -
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Fig. 6 REGtJLACION DE SECRECION PE Af,DOS'!'ERONA 
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Fi.g. '7 ESQUEf,1A SI~,PT~IFIC.l\DO P.·iRA LA ESTPROIDOGENESIS 

AURENAL 

MINERALOCORTICOIDES GLUCOCOHTICOIDES ANDROGXNOS 



24 

170HP, A4-nndroatenediona (.4.4 ), dehidroapiandrosterona (DH8'A, 

DHA), eulfato de DHA (DHEA-S), testooteron~ (T), P, cortisol, 

por medio de radioinnmnoeneayo (RIA) para cada hormona en pa~ 

ticular; sobrepasando nivel.es norml.'l.los en individuos afectad.os 

en todae lae honaonas, excepto on cortieol, donde sus niveles 

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

La CAH se mani-fiesta en 2 formR~, presentando catla una -

de ellas 2 tipos don efectos viri1izantas que dependen del o~ 

xo y 1a edad del paciente en el momento de la np~ici6n ael -

trastorno, acompañánñ.ose de otros signos y sinto!lla.s mostrai:loe 

en e1 cuadro I.(13,18,22) 

T R A T A M I E ~ T O 

Con la ~erapeÚtica tempran~, contando con 6rganos ~exua

lee internos nonaa1ea, es poaiblo a.l.canzar una pubertad, rer

tili.-:l.•.J. y gestaciones normal1~s .. ( 37) 

Una terapia end6crina reemplaza déficit hormonal. Los -

glucocorticoide~ suprimen sobreproducci6n de ACTH y aumentan 

el niv-el del cortisol, reteniendo sales en el organismo, mej.Q. 

rando aún más los casos del tipo SW, por lo quo hay que dete_!: 

~in~r la dosis a~ecua~a en los otros casos, consirlerando l~s 

reacciones secundarias que pueden ~resentar.(37) 

Se requiere tratamiento con hidrocortisona en ambos se-

xos para crecimiento adecuado, evitando la ~si6n tePlprana de 

la epí:t'i~ü. 

1:.."'n el caso a.e la hembra pseudoherrilaf.rodita por deficicn...: 

cia de 21-0H, se realiza una correcci6n quirúrgica de genita

iia ambigua, para una función futura y fertilidad.(37) 
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Cúadro I. CLASIFICACI0N DE CAR POR DEFICIE~CIA DE 21-0H 

Formas Tipo Herencia Manife3taciones 
Cl.ínicas 

Dia.gn6stico 

Simple 

Viril.! 

za.ci6n 

Heterocigoeis F.tnci6n adrenocor Hormonal 
(eev/normal) tical. inicial. en = 

Clásica 

(al na 

cer) 

No 

Clásica 

(puber
tad te~ 
prana, 

(SV) 

Párdidaa Homocigoaie 

Salinae (.,ev/eev) 

(SW) 

Tardío Homocigoeis 
{suave/suave) 

Heterocigoais 
( euav/normal.) 

tardía, oculto qeterocigosis 
poetpu.- (sev/euave) 
bertad) 

:!leV severo 

)er ~es a~ gesta--
c i6n ,.su.imenta.n andr_2 
genos adrenales,mas 
culinizaci6n genit; 
lia externa,herma-
froditiamo en hem
bra,viril17aci6n -
r:rogri:>sive.,estatura 
corta eventual. 

Virilizaci6n,defec Honrionnl 
to al~oaterona,ba= 
jo Na plasMático,~ 
menaza.de muerte en 
1ªª~ems. de vidR. 

Nace mujer con va
gina y útero nvrmR 
les o fusión labiO 
menor, sintoaática, 
atenua~a,adquirida, 

acné,hirsutis~o vs 
riable,virilizaci6n, 
menstruaci6n irre
gu1ar o amenorrea, 
corta estatura,obe 
sidad ocasional. -

Asintom~tica,viri-

1.izaci6n,llega n -
manirestaree,creci 
i':ien to rápid":.l -tem= 
prano y corta esta 
tura posterior,in= 
f"ertil.idad. 

Hormonal. 

Hormonal, 

Historia 

Cl ínicr-i.. 
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TRABAJOS PREVIOS DE HLA V CAR POR DE?ICIENCIA DE 21-0H 

~edinnte estudios hormonal.es y genotipificaci6n, ha eido 

posible diferenciar manifeetaciones de CAH, asociada con Na-

yor frecuencia a los antígenos HLA-1,28 y B14 p!'.:>r desequilibrio 

de en1ace para 1a forma variante de CAR clásica (no clásica), 

aquella se asocia con Bw47, como portadores obligados.(45) 

Se han realizado estudios de direrentes poblaciones para 

determinar e1 genotipo común a CAH y su.a variantes a1~1icas, 

observándose di~erentee marcadores en cada grupo étnico o po~ 

b1acionea en estudio. 

Al comparar un antígeno fil.A específico entre gru¡;os con

tro1 y enfermos, para una poblaci6n heterogénea de New York, 

la deficiencia de 21-0H en CAR no clásica se asocia a Dl4;DR1 

(31,49). Rn grupo de población de Israel presentó en hcteroc~ 

gotas con el tipo tardío Bl4;DRI o sólo Bl4 y en hoIDocigoto -

Bw48 y Bw44¡ para la ~orma clásica Bw47.(lB,28) 

En la población yugoslava un grupo tl.e ení'-::rrw::>s mostró 

Bw47;DR7 como parte del compl.otipo A3,Cw6,Bw47,BfP,DR7.(23) 

Dentro de una pob1aci6n francesa, CAR se asocia a Ew47 

(clásica) y B14 (tardío) con haplotipo A3,Bl4 en unas y El2 ó 

B35 en otros, ligados a DRw1 y ··na..6, concluyendo que él haplo

tipo de. Europa Norte r...ara CAH tiene un oríri:en común y es A), 

Bw47,Cw6; asociado el tipo tardío a Aw33,Bl4.(10) 

En cambio la población italiana no mostr6 igualdad entre 

su zona norte y sur, además no se asocia Bw47 a 1a enfermedad. 

(56) 

Blancos caucásicos y afr~canos con hisurtismo, mostrar.da 

15 recientes de 11 familias los haplotipoe Aw33,B14 y A3,Bw35 

en CAR no clásica. 
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Eetudio en 29 ~arnilias, detectó por recombinaci6n en una 

t'amiliii, el gon 9ara CAR por deficiencia de 21-0H, entre los 

loci HLA-B y glioxalasa, determinando alto riesgo, por m6to-

doe ho~o~nalee y tipificación del HLA,(48) 

Básic~mente los ~etudioe de antígenos HLA ee han eatabl~ 

cido en poblaciionea ·caucásicas, negra, orienta1 y en f'a.se in.!, 

cial en nuestrR población, y daQo que la frecuencia fenotípi

ca como haplotÍpica varía según la ra.7.a, nos cr~a los siguie!!_ 

tes problemas : 

No pode~os usar tablas de frecuencias extranjeras. 

Los marcadoras asociados a la patología (salvo HLA-B27 -

con AS) no ~on del todo universales. 

A1einás el interés por compren~er y :leterminar las causas 

que hacen mani~ieata una enferrnerlad, como CAR en la población 

mestiza mexicana y su re1aci6n con uh J((a.rcador genético de o

rigen étnico, motiv6 a la realizaci6n de eete trabajo de inve~ 

tigación, ya 'lue P.sta en:fermedad se herec1::i como caracter AR y 

puede evitara e praviament:e progenie afecta.da, .quf!' seguir4. 

tran6mitiendo el trastorno de generación en generaci6n, Aún, 

si P-1 producto se esvera, existen técnicas para determinar a~ 

tígenos de histocompatibi1idad en las células del líquido am

ni'5tico asociados a Cl.H, permitiendo tom~r ciertas medidae dE: 

rante 3U dcsnrrollo y despu~a de su nacimieñto. 

l·a aplicación de la asociaci6n HLA-CAR, se nmpl:ía a es~ 

dios de pacientes con :;.1 tera.cionee caracter{:;,1.ico.s de ésta e.E, 

ferir.~d;;:.d, ü'lejor •• nclo la .selecci6n de su trat.and1:·nto, a1. c?nocer 

cual de las variantes de la enfermedad piesentan y que consi

deraciones deben toro8rse, oara. evitar gr.t1ves ef"ectos Becunria-

rios. 



O B J E T I V O S 

I !'eter....,in12r 1a exiB+""""'l<:'Ía de marca~:>res ge':"l~ti 

cos (antígenos de1 sistema HLA) en un grtl~o -

de pacie~tes {~€stizos mexic~nos) que presen~ 

tan Ríperplasin Adrena1 Cong~nita. 

Il :::"st:\blecer una relación entre un deter.ainado 

marcador genátic<) del sisteroa HLA y las dif'e

rentes formas o variantes al~licó& que ~rene~ 

t~ dicha enrer::iedad. 

28 



H I P O T E S l s 

Deterniina~~o 1o~ nntígenos ~e histocompatibi-

1idad (HT.A-A, -B y -D!l) en un r,r:Jpo ae fami1ias '1.e 

una . .,i;;.:;m~1 pob1 ar.i6n (~estiza mexicane) con '."!'!iembros 

sanos y enferta.os por deficiencia de la enzima 21-·h.i 

droxi1asa, es posible estab1ecer los marcadores ge

néticos ~LA asociu~os a ~{iperpln~i~ Artrenal Con~~n! 

ta y sus variant~s al~licas .. 

23 
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MATERIAL y Jt.ETODOS 

Se tipificaron 17 famíliae, de las cuales 37 individuos 

.ru~roo sanos y 22 indivirluoe riresentan Hipcrpla~ia Adrenal 

Congénita por deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa , de1 -

Servicio de Endocrinología del c. H. " 20 i1e Noviembre '" ISSSTE 

que presentaron anoru1.alidades características de la enferme--

de.d. 

TIPIFICAC roN DE AN'l'IGEllOS HI.A. 

l·a tipificación requiere de linfocitos de sangre perité't'

rica, purificados por centrifugaci6n sobre gradiente de Ficoll 

Hypaque y se~e.raci6n de linfocitos T de los B mediante la fo~ 

mac~6n de rosetas. La detecci6n de antígenos RLA se realiza 

por la técnica de microcitoxiciC~d. 

Las metodolog!as empleadas se csqueoatizan {esquema I) y 

amp1ian enseguida : 



Esquema 1. TIPIFICACIO~l DE ANTIGENOS HLA 

30 ml de 

a) Purii'icación 

sangre venosa periférica 

, .. , ... ± ..... ,"' ¡ 
de linfocitos sobre un gradiente 

~e Ficol1 - HypAque 

,,., ... t .. ' 'º 'ºº • ~-·~·· ... b) Separación de 

formaciSn de rosetas con eritrocitos de carnero 

"'"'~"·· I 
Detección de Ags HLA-A, 

HLA_B y HLA-C por rnicr.2 

ci. totoxicidad 

r··"··. 
Detección de Age HLA-~/DR 

por microcitotoxicidad 
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Centrí~uga clínica Beckman con unidad rerrige_ 

rante 

Microscopio óptico Zoi~e dr. 3 objetivoB 

~icroscopio invertido Bioatar con 3 objetivo~ 

Agitador vórtex Thermolyne Maxi Mix 

Eetu~a Incubari1 de O a 70°c 

Microplacas ~icroteet con 60 pozos 

Cámara Neubauer 

Jeringa Ha.milton 3enci1la de 50 u1 

Jeringa Hami1ton múltiple 

Cubreobjetos de 24 x 40 mm 

Solución de Fico11 Hypaque 

Medio RPll!I 

Solución salina amortiguada (SSA), pH 7.0-7.4 

Suero retal da ternera 

Eritrocitoe de carnero 

Solución de AET a 0.14 M, pH 9.0 

Aceite mineral 

Antieueros anti-HLA 

Eoeina amarillenta al 5~ en agua 

Formalina neutralizada 

Solución de Hanlce 

Suero do conejo nntilin~ocftico 

Suero normal huaano 
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!tlETODOS 

A) Purificaci6n de linfocitos 

Se realiza aprovechando la di:ferentes 1.ensida.des de las 

células saneuíneaa y centrifugando sobre la mezc1a de Pico11 

Hypaque (densidad 1.076-1.078). Después de la centrifUgaci6n 

lo~ eritrocitos y polimorronucleares se depositan en e1 ~ando, 

m~entras que los linfocitos permanecen cerca a la interfase -

entre el suero y la ao1uci6n separadora. 

l. Extraer por punci6n venoea. 30 ml de sangre • 

2. Colocar la sangre en tubos de tapón de rosca -con per1ae -

de vidr~o- y desfibrinar mecánicamente por rotación. 

3. Diluir la sangre en soluci6n de Hanks en relaci6n 2:1. 

4. Colocar 3 m1 de solución se~aradora en tubos de ensaye 31 

x ioo. 
5. Estratifice.r cuidadosamente la sangre con unn pipetu Fns

teur sobre la solución de Ficol1 Hypaque. 

6. Centrifugar a 1 800 rpm por 30 min a temperatura ambiento. 

7. Recuperar 1a banda de linfocitos con una pipeta P8steur. 

8. Lavar 1os iinfocitos en solución de Han.~s ~entrieugando a 

2 000 rpm por 10 m:tn y repetir ~ata o-perací6n 2 vec~s isáe. 

9. Resuspender en l ml. de soluci6n de Hanks. 

10. Contar las c6lulas y ajustarlns a una concentraci6n de 4 

x 10
6 

cel/ ml con medio RPMI. 
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B) Se?araci6n de 1inrocitos T y B. 

La detección de antígenos de la clnse I ee reali7-a con -

los 1infocitoe puri~icadoa anteriormente. Para loe antígenos 

de la c,laae II, se re1uiere lin!'ocitoe B, por 1q que se sepa

ran loe lin~ocitos T de loe B por formaci6n de r09etae con e

ritrocitos de carnero. 

Loe lin~ocitos T receptores que reaccionan con glóbulos 

rojos de carnero,forman·a«r•gados denomin.adoe "roseta•"· El.~ 

gente reductor AET, modi.~~ca da alguna manera e~toe eritroci

tos, con lo que se Logra la ~onnaci6n de rosetae en poco tiem 

po Y con una aceptable estabilidad ante caabioe aecánicoe. 

a) Prepare.cicSn de eritrocitos de carnero. 

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

2. Incubar los eritrocitos con solución de AET rlurante 15 min 

a 37°c (1:4). 
3. Dejar enfri~r y agregar soluoi6n de Hanka frío. 

4. Lavar cuantas veces sea necesario ha~a el punto en que e1 

pH· de la ao1uci6n ee haya neutra1i?.ado. 

5. Ajustar los eritrocitos a una concentración de ~ en medio 

de cu1tivo con 20~ de SPT. 
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b) Puriricaci6n de 1infocitos B. 

1. "ezc1ar vo1u~enes igua1es de una auspenei6n de 11nfocitoB 

ajustados a 4 x l0
6

cel/m1 con la suspensi6n de eritrocitos de 

carnero al 2~ sensibilizados con AET. 

2. lncub;ir a 37°c dnrante 15 roin, agitando suave~P.nte ca<ia 5 

min. 

3. Centrifugar a 6ÓO rpro ~or 5 min. 

4. Incubar a 4ºc por un mínimo de 2 a 3 hrs. 

5. Resuspender muy suavem&ute y estrati~icar1a sobre 1.a so1u

c16n de Fico11 Hypaque, la mezc1a anterior. 

6. Centrifugar a 1 500 rpm por 30 r:iín a temperatura a.mhi~r..te. 

7. Separar La tnterfase con Linfocitos By lavar 2 ve~es con 

medio de cultivo con SFT. 

8. Resuepender en 0.25 m1 de medio enriquecido. 

9. Contar y ajustar a la concentraci6n de 4 x 106 ce1/m1. 

C) Microcitotoxicidad. 

?lediante esta técnica se determinan los antígenos d~ hi~ 

tocompatibilidad, utilizando anticuP.roos específicos contra -

cada uno de 1os antígenos establecidos internacionalmente. La 

reacción se rP.a1iza en 2 pasos : ae incuba la sus~enai6n de -

1.inrocitoe con diferentes a.ntieueroe~, s~ estos contienen c1 

anticuerpo que reconozca e1 antígeno HLA, se for~ar' e1 com-

plejo antígeno-anticuerpo~ enseguida se añade corap1e~ento de 

conejo, eL cua1 será fijado y activarlo por e1 complejo fo?'"'Da

do, ,1H~tAn.~·:::> la=: c~lu1.as b1.~co que se detectan rccurrienrlo a 

colora.e.tes vita1ee, como eosina y nzu.1 tr~pan (no citot6xiooa) 

que penetran untca.mente en las células daAadae, ~or existir -

cambios de ~er~eabilidad en su membrana.(~ig. 8) 



FIG. 8 

TIPIFICACION DE LINFOCITOS POR LA TECNICA DE MICROCITOTOXICIDAD 

Adición de las cél.ulas 
a 1n placa con los -

CélulD. B-27 
positiva 

antlsuero~-"-----,..." 

Llnfocito!:l 

o 
Cé1.ula B2 7 -
positiva 

Anti -
HlA - ll-27 

Antisueros 

Anti -
HlA - BB 

El anticuerpo El carplamnto Dm.1o CP.lular 
Recciona se Fija y Tinción 

~o e>Qt 
Re.acción 

El antioJerpo 
ro reacciona 

'EosfJl.'l 

la c1iluJa 
penmner.e 
v:!Jlble y s.ln 
teñir 
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Las pl.-tcas ~-e rreraran ñepoEitando 5 µ1 de aceite mineral 

y a?:t~die:t"lo 1 u1 ñe a'.'1ti~uerns tipif'icd<lores a cad.a p07.0, ad,!_ 

n1á.s de controles positivo y negativo. Se conservan a -20°c. 

l. :J.-scone:elar 1:::-.s ri1A.cr--s que vayan a us::..rse, dejá.ndo1ae que 

al.caneen 1a temp~ratura aabiant•. 

2. Una ve7 a.jue:tada 1a concentración ne carl::t una de laf'll pobl_!! 

cioni:s ~e ~ i:-if'-'citos ~ 4 x 10
6 

cel/,nl, se siel'!'hra. 1 ,ul en ca

da pozo en la placa corresrondiente. 

3. Mezclar 5Unvemente empleando un agita~or v6rtex. 

4 .. Inc·lbar por 60 111in a temper-'1tUI"B a:nbiente, tanto lo!;> 1::!.nf'E, 

citos T cc~o loe B. 

5. A.diciona.r 5 ,ul cia complemento a .... ad3 ro7'J y fllF-Z1·lar .r,iuAv..:

~e.nte con el agitador v6rtex. 

6. Incubrotr la plac"t. c!ue contiene a. los linfocitos T durante -

60 min. y la rl.e los linfocitos B durant~ 120 min., ambas a tf"_!!! 

peratu:ra ambiente. 

7. ':f:regar 5 ~ul 1t"' l?. Bolución ~e e~...,.eina y d·· jn.r rc'."'os2r ·lur~.!l 

te 15 01in. 

8. Adicionrtr 5 ul a·-:: f'or-r;.lina neutralizarla. 

9. 3e colocan 1::s cubre-objetos ~obre )a p1Hca y se guardan en 

ref"ri;::erR.ci6n. 

JO. L~~~ ~r :1n mic"!"'osco¡.:)':> in·.·er~iño las p1acB.R que hayan fol

canzado la -tel.!peratura ambiente. 

T ::J. ca.1.if:i C-3Ci6n que ~e le da a es.da p07.0, ea en base s.l 

criterio si.euiente : 

Cél11J.s.s r.::uertae 

1 10 
11 20 
21 30 
31. 80 
81 100 

C::.tl i ficación 
1 
2 
4 
6 
8 

Jnterpretaci6n 
Negativo 
Negativo 

lludoso 
lloilti-vo 
Positivo 
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R E S U L T A D O S 

Fueron tipific2dos 22 paciente~ c·-:in :iiperpla.sitJ. Arlrennl 

Coneénita de 2 a 60 años r1e edad, del Servicio de Enñocrinol2, 

gía del C. H. " 20 de Novier:1bre " ISS~TE, cuy0 d iA.gn 5Bt: ir.o :-;(' 

bas6 en r1anifestacionE:s clínicas y prueb~ts hormonaleo. 

'El análisís esta:H.stico de loe r~sul tados c--,nsirler6 1.o -

:::: i.fi'Uien te : 

1. Frecuencia antígénic::i o f'enotí-pica : F.f. = T>°lS.mero de -

positivos a un antígeno, entre el número de sujetos ~st1.i_diados. 

2. De~:iequilibrio de enlé!.ce : Diferencia en+.re la :frecue11cia 

ha;·lotípica eeperfl.da y 1.a obs~rvada. 

En donde: 

n T~año de Ttl.lestra. 

b !.!Úmero j¡; inclividuos con uno de l•'ls antí~enos del rrismo h!!,. 

p1o1~i fO • 

e = No. 1~ i!1divi'1'.laS con el otro a."1tÍgeno rlel hapl,:'.)!;:iµo en -

CU~Bti6n. 

d = No. de individuos que no ~oseen los antígenos del haplot~ 

po. 

3. Frecuenr.ia :iaplotipica : F.H. = r'o. de veces nue coinc,i 

den 2 Mf.lTCAtioree de rli fe rentes locus, f"!l.le normalmente es pro

n~rciona1 al producto ie lnR FrecuenciaE lndividt1nl~s le estoe 

marcadores; conbinaci~nPR ~4~ rr~~u~nt~~ rr=sentan ~~2~~uili-

brio de ~n1ace .. 

Para. determinar la asociación 1e los antígenos HLA con 

una i::!nf~rme0arl, se calcu.ls:o el riesgo rt>lativo (rr) ~r la ,ji 

cua:lrada (~2 ), con ello se encuentre 'lue la proC.abilidnd !!e1'. 
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debida a.1 azar o a una relación significativa. 

El rie~go relativo indica cuantas veces os más frecuente 

1~ enfermedad en in~ividuos portadores del antígeno respecto 

de los que c3.recen de ~ate. Un rr ~ 1 in ·lic:a 'JU.e el an tír;eno 

es Más frecuente en los pacientes qu~ en los controles, mien

tras que un rr ~ l indica asociaci6n negativa. El valor de x2 

ayuda a determinar f1U8 tan significativa Pe 1::. ri.SüC:i.ación HLA 

-enfP-rmedad .. 

~ediante una tabla de contingencia 2 x 2, ee calculan 

tanto rr co•o x2 
de una muestra de pacientes, a fin ~e compa

rar sus :frecuencins a'1tigénicas (Hl·A) con lao de unu roblaci6n 

normal. 

Tabla d~ c~ntingencia 2 x 2 

Ag HLA 

+ - Totales 

Positivo a b l!f~ 
En:rermedad 

N"egativo d M4 

En dond~ 

e 

Totales M1 '.A2 n 

a Pacientes con el antígeno en cuesti6n. 

b Pacientes sin ~1 antígeno. 

e= Controles con Al :mtíeeno. 

d = Controlee sin e1 antígeno. 

Para el riesgo relativo se tiene 

rr::: :-1 • d 

e • d 
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I,a x2 se ca.lcu).a como sigue : 

x2 = ~-i~~=~~2-=-'Y.'.'.~-~= • n 
Tr.1.!l2.11!3 .w.4 

Los criterios considerados ptlra los valores de x2 son en 

t6rminos de p ( probabilidRd), y son 1.oa siguiente e 

0.07 < p < 0.()1 uigni..fic<:!tivo3 

0.01 < p < 0.001 muy significativos 

p < 0.0001. alta.mente aignificativoB 

E1 valor de X
2

se coneulta en tablns considerdndo un gr~
do de 1.ibertad y obtenemos el valor ile p que l'!S 1 a. probabili

dad "le que 1.a asociación observada sea debida. al. azar. l,~icn-

tras Menor aea el valor de p (X.
2 

mi1s grande) ma:ror es el sig

nificado de la asoci~ci6n.(14,42) 

La comparación de frecuenciae antigénica~ para los antí

genoe HLA-A, -~ y -DR entre pacientes, sanos y poblaci6n een~ 

ral, se muestra ¿n la tabla 4, donde los ~ntígen~s m1s frecue~ 

tes en !'ªcientes f'uoron: A24 (54.4:'), B39 (22.7;,:)I), B51 (18.8 

~), B60 (22.72\), B62 (22.72~) y DR4 (54.s4~),siendo signifi

cativos entre -pacient~s y -pob1aci6n genera1 solanlente A24 y ~ 

DR4.(tablaB 5 Y 6) 

Al determin~r la a.socinci6n Gntre los antígenos. de 1oe -

1ocus HLA-A/HLA-B y HLA-B/HLA-DR, se encontraron lo~ hap1oti

pos ñe 1as t::?.b:Las 7-1.0, 1iilO::;trEPv1o nsociaci6n significativa en 

cana caso. 

Para 1.o~: hnp1otipos !1.nt11rior~ente considerados en reci•!~ 

tes, se rea1izó el análisis eatal\Íetico entre 't)acientes y ea"'t 

no::;, no obteniéECose para ninguno de e1.1os significancia. est.!!: 

dística, es decir, no ~e cncontr6 ro~aci6n entre alguno de 1os 

hapl.otiros y 1..:1 lTJanifestrtci6n '"1.e l::i. ~nf"!:r·:1r.dsd, como '3C J'!"lues-
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tra en las tablas 11-14; aunque de ésto~ haploti~0~, s61o A2; 

B39. A24;B60, B39;DR4 y B62;DR4 sP. encuentran con "1?.yor rre-

cuencia h:-tplotípica d& la espernda entre los pacient:es .. (tabla 

15) 
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Tablo. 4 l"R EClra"lC IA S DE Al!TIQ.!WOS lt!.A EN PAOI!m'l'ES t!Olf CAH 

SANOS T POBLACION G!mBRAL 

Antígeno Paci.entee S&noe. J>ob. Gen"ral. 
Al. 4.5 2.7 1.6.27 

-~3 4.5 21..6 1.1..18 

A23 1.3.G 13.5 3.)8 

A24 54.4 40.5 31.52 

A28 45.45 43.2 15.5g 

A36 4.5 5.4 3.)8xl.0-3 

Bl.3 4.54 1.8.gl G.77 
El.4 4.)4 2.7 7.1.1. 

B35 27. 27 24.32 21..35 

1339 22.72 1.G.21. 11..52 

B44 g.09 24.37 1.3.Bg 

B47 4.54 2.7 3. 38xl.0- 3 

358 9.J1 o 3.72 

B60 22.72 1.C.91. 1.0.84 

1362 22.72 10.Sl 1.'.l.34 

Bx 1.3.53 5.4 3.38 

DR3 9.og 1.3. 51. 1.6.61. 

DR4 54.54 43.;>.1 27.1.1. 

DR5 9.09 5.4 19.32 

1JR7 27.27 21..62 4.06 

DRwl.4 4.=4 5.4 27.45 

D~.x. 9.09 1.3.91. 22.33 

n 22 37 295 
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Tabh?. 5 

'!LA-A24 E!'I C,\H 

+ - Totales 

P.s.ciP.ntes 12 10 22 

e ~:r1 trol as 93 202 295 

·rotalus 105 312 317 

rr 2.6 3.96, p < 0.025 

HIA-DR4 i::N CAH 

llLA-DR4 

+ Tot111.es 

l~' 10 22 

Controles 80 215 295 

92 ?25 317 

?. .. ó 6.2, p < 0.025 



T·.·bla 7 

HLA-A2, s3g ~:N CAH 

"LA-A24 

+ - Totales 

+ 4 o 4 
HLA-E39 - 4 14 18 

Totales 8 14 ;:2 

x2 
5. 524, ,., < 0.025 

Tabla 8 

HlA-A24, !16'.J E!l CA.'l 

HLA-A24 

+ - Total~::e 

+ 1 4 5 
HTA-BóO - 11 ó 17 

Totales 12 l'.) 22 

x2 
4.1756, P < 0.05 
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Te.bla 9 

HLA-B39,D'14 

HI . .4.-B39 

Totales 

11 12 
HIA-DR4 

6 10 

Totr\lea 17 22 

x2 
= 5.1786, P < 0.025 

Tabla 10 

HLA-Bó2,D~4 

HIA-1362 

+ - Totales 

+ 1 11 12 
HIA-DR4 - 4 6 10 

Totales 5 12 22 

x2 
5.1186, p < 0.025 



Tab1a 11 

HLA-A2 ,B39 EN CAH 

HLA-A2 ,B39 

+ - Tota1ee 

Pacientes 4 18 22 

Contro1ee 1 36 37 

Totales 5 54 59 

rr 8 2,4gg ~r .. S. 

Tab1a 12 

HLA-A24,B60 EN CAH 

11IA-A24, B60 

+ - Totai."~ .. ee 

Pacientes 1 21 22' 

Controle a 1 36 37' 

Totales 2 57 5<? 

rr 1.714 x.2= 0.1336 

N .s. No significativo 
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Table l3 

HLA-839, DR4 EN GAH 

HLA-039, DR4 

+ - Totales 

Pacientes l 2l 22 

Controles 2 35 37 

'rotales 3 56 59 

rr 0.833 0.5747 N.S. 

Tabla l4 

HLA-B62,DR4 EN CAH 

HI,,\-862, DR4 

+ Totales 

P:tciento:?n 'l 2l 22 

C:1r..troli::s 2 37 

Totales. 3 56 59 

rr 0.833 0.5747 f'.S. 

"tr:) sii:,ni:ficativ0 



T:o.b1a 15 l'RECUEt:r,rAS HA1'LOTTPIGAS o~ LOS LOGUS 

HLA-A/HLA-B y HLA-B/HJ,A-DR DE PACIENTES CON 

CA!!, C0!1"!'110LES SANOS Y POBUCION GENERAL • 

HAI'LOTIPO CAH SA'<OS POB. GEllERAL 

,¡, 
"' -.~ 

A2 ,339 . B.26 6 .12 4. 13 

A24,B60 .. ... '12.38 7.65 3.n 

Ax, Bl.8 0.2 0.51 0.46 

B39,DR4 . 12.39 7.02 3.12 

B5l..DRx l..65 l..53 3.03 

B6l.,DR5 ... l..23 0.29 .. 
B62,DR4 ... 12.39 4.67 2.93 

(-) Indica desequilibrio d~ en1-ace ne.:i:-ativo 

48 

Significancia estadie'ticP. cuando menos con p < 0.025 

Significancia eetadística cuando menos con p < 0.05 

Significancia esta.dística cuando menos con p < 0.005 
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n I s e n s I o N 

Este estudio pretendía eatablecer 1oa ant!genos HLA en 

pacientes ~estizoe mexic~nos con CAH y au asociación con aeta 

enfermedad, lo que ha sido determinado en algun~a poblaciones 

de diferentes grupoe étnicoe.(10,23,28,31) 

Como se me~ciona en la literatura (19), la poblaci6n me

xicana ~stA f o~~ada de la mezcla de razas de diferente proc~ 

dencia, cuyo ori!?'en tuvo lugar con la conquista. y ~vocc.s pos

teriores a ~sta, por lo cual, considerando s'Ólo a. ).a poblaci6n 

mexican.a qua ha alca:-i7.ado el equilibrio gen~tico, se realiz6 

esta estudio, no logrando establecer un marcador gen~tico pr~ 

domina~te en estos pacientes con CAH, ya que la procedencia -

fe.miliar no es c~mún para todos los canoa. 

Se ha observado en estudios da otras enfarmedadea asoci~ 

das con antígenos HLA, que ciertoa antígenos para los locus -

HLA-B y -DR predominan en estas enfermedades. Para este trab~ 

jo A24 (rr = 2.6) y DR4 (rr = 3.2) fueron 1os antígenos !!LA -

con mayor frecuencia ad..gnific:'ltiva eil los pacientes en re1a

ci6n con l~ poblaci6n general, encontrando al HLA-DR4 en otros 

padecimientos como Artritis Roumatoide (rr = 4.2), Pénfigo.,...;. 

(judíos, rr 14.4), Diabetes Insulina Dependiente (rr 6.4), 

ésta 6ltima a1 igual que CAH. es agrupada dentro de los pade

cimientos de origen end6crino.(44) 

Al buscar as~ciaci6n entre los antígenos de los locue 

HLA-A/-B y HLA-Bl-DR en 1os pacientes, se encontr6 que ésta -

es si&nificativa ~6lo para 1os haploti~os que incluyen a Los 

antígenos HLA antes mencionados y otros de mayor frecuencia -
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anti~é~ica que no presentaban significancia ~stndística entre 

pacientes y ::ioblación g(~neral, pero ninguno de éstos :-nos tr6 -

relación con la enf'ermedad de manera significntiva entre pa"-.+ 

cientes y sanos. 

Es necesario con.sidcrb.r que aJ.eunos antígenos HI.A-A, -B 

y -DR no se definieron y por lo tanto, solo algunos hnploti

pos estudiadoa ~e definieron completamente y los restantes -

porciaJment.e, d~··bido a qui;! los antisuero~ utili?.ados de di:fe

rente origen de procedencia, no reaccionan contra t~dos loo -

antígenos de nuestra poblaci:Sn, requirie!"?dO contar con anti-

sueros obte~1dos de la misma poblaci6n, siend~ esto un traba

jo previo a una investigaci6n corr¡o esta, ya que un r.rlyor nt~m~ 

ro de antis 11eron de esta mi.smr; poblRción, Cci.rfan tipificacio

nes más ccrnpletas. 

3e está trabajando en obtenci6n de antisueros a partir -

de plRcentas humanas, requiriéndose además determinar su esp~ 

cificidad. Existe también un intcrca~bio de antisue:roe entre 

labora~orios de diferentes países que trabajan estu área de 

investigación, lo que permite determinar antígenos HLA poco 

frecuentes en poblaciones airerentes de donde proceden loa 8!! 

tisueros. 
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e e .. e I. n s r o r.; r-; 

L,:i, finali-lad ?•'r o.clG.rar la a:_ :ci.aciÓn cyi.stl?nte ,.~{-.re -

antígenos HLA ;/ C~H, p:-:i.ra prev~nci:Sn, pron6stic:i :r truta,.rnento 

ii~ ~sta ··: C'lf-·r-:-,~tlad, h .. 1cs n.-'ct>s<irio ampliar la pobl:'l.ció~,_ r1.,;;. P.E!, 

cientes e~t!1diacl.:i2, incluyendo a su::-; familiares n 1J •~!1fer·nos.

así como contar con antisueros e.:.ipecÍfic.::iE de L".1. poblaci'.)n ~~ 

xic.·,.~:1. 

Al re~·1l t·.1-r que 110 i:xiste un real"c..a.dor gen4t::ico que ~.e r.::_ 

laci0ne sü;nificativamer\te cJn l1;1.. en~er:ne-dad :r por 10 t ... ~nt:n 

"le t:"!..gu.n·~ proce·lenci"l ét:1iC·"'l, --~e rr:óluicr•? b•1.:;ca.r otros g0".'"le.s, 

c-::>·no lO!--.J de C4 (t::4B) que probablcm"'ntú est";n :nr&.s lnt:irr.rv.i2Y'Jte 

licn·~os a lo::- e;·.:::-·ws qui? r::ontrolan l'}. expresión y -fun.ci6r; de -

lr.i. erizir:la 21-0H ín1isper~snble en J.n .. bio~.;.Íntie:.:-:is ~lel cortisol 

:r r(!gttlación de- sus t¡ivr-:l~s sanguír.?os. (Y~, 41, 45, 46) 

SL establecer la predisuosición gen~ tica n.:~ociadu ~r2. ~C-''.\ 

a ge'!les dr;l sistc .... Ft HLA a genf'?:s situu·1u5 ~n esn regi-Sn y cer

ca~·"J!'3 a lo!:' g~':1eZ rle 1.a enzimo 21-0H, a,yudaríá. 2 ~ncoritra.r 1.a 

S'..lSCep:;ibilijairJ a la. en.ferrr.edad en lJs f.:'.rii"!.iar!:~S rle pacientes 

C·)~ CA'I{, q1.>.e pronostica. y previene ·ie uria r1esccndencia afect~ 

~"l 1 RSÍ coF.o Permitiría ~eleccio~ar el tr."'t~1n.i~Y\t:O a<'iecnar:1o -

evitando reacciones secunda.ri.ts contra'Pro•htc,..ntes, al rl"'°te?""m.,! 

nar ::i es ro::ib1.e, ln forma y el tipo dP. Ci\H. 

Lo anteri.•Jr -;clararía ei este paC~cimi;:n-l;o ti1:ne U:". ori

;!er'\ .......... r.ropol'.Sgico o .si es i.ndependi~nf::P. .;~ éste, c.-:-1rnparand-:> -

1.o.0 resul t;:::.dos oi"1tenido!.:= c:'Jri 1_J:..1. otron gruoos étnicos .::.-.;:·tudi!!_ 

ti.os. 
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La substi tuci6n de una sola base en la secuencia del DNA 

que especi~ica el cambio de un a~inoácido por otro en un pun~ 

to específico de la molécula de la enzima 21-QH, podría ser 

la causa de su inactividad enzimática parcial o total en un 

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

Se ha encontrndo la delecci6n de1 segmento C4B;21-0HB en 

la región H!A, e con~ecuencia de enLrecruznmiento y rccombin~ 

ci6n desigual entre los cromosomas horn6logoa (cromosoma 6), -

durante la mei6sis y su detección podría explic8.r la manif'es""' 

taci6n de la enfermedad CAH.(40,45,46) 

Realizando m~s estudios sobre lo anteriormente ccncionado 

usando técnicas aprobadas y controlando las variab1~a que pu

dieran afectar los resultados, permi~irían aclarar la asocia

ción HLA-CAH. si existe. 

En este trabajo la tácnica empleada, así como el control 

de variables en su desarrollo, se encuentran ya establecidad 

en trabajos previos, por lo que, el no haber logrado determi

nar una aaociaci6n de CAH con antígenos HLA· en la poblaci6n -

estudiada, es difícil asociarlo al método empleado y factores 

que intervinieron. 
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APENDICE 

R;;;AC'l'I \'OS EMPLEADOS, 

Solución Ficoll Hypaque estéril en frasco a~bar ~e 100 ml 

de Pharmacia Fine Chemica1s (Ficoll-Paque) 

Medio RPMI (Roswell Park h'emorial Institute,Medium 1640) 

~.'edio de cultivo enriquecido en proteínus, aminoáci,.1os, vita

minas, sales y rojo de ·.fenol en frasco de 500 :nl con una con

centración lOX y estéril de Dulbecco. El volumen deseado se -

prepara con agua desionizada. 

Solución salina amortiguada preparada con las siguientes 

sales disueltas en agua desioni?.ada y aforando a 1 litro, se 

ajusta el pH a 1.0 7.4. 

NaCl 7.65 e 
Na

2
HP0

4 
1.268 g 

Ne.lf
2

Po
4 

0.1 g 

Kll2P04 o. 2113g 

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

Soluci6n de AET(dibromhidrato de b-aminoetilisotiourea) 

Peoar J9.J4 g de AET seco. diluir y aforar a 1 litro eón agua 

deaionizada~ ajustando el pH a 9.0. 

3oluc16n 1e Hanks preparada con agua dcsionizada a partir 

de 3 soluciones A, B y c. 
Soluci6n A 

NaCl 40.0 g 

R"Cl 2.0 g 

Naf!
2
ro

4 
0.356g 

KH
2

Po
4 

0.3 g 



Glucosa 

Na
2
so

4 
Rojo de f'cnol 

5.0 g 

l.O g 

0.085g 
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Se diana1ve con agua deeionizada y se lleva a 1 litro. -

Poner en rrascoe de 100 ml, 70 ml de agua desionizada y 20 ml 

de so1ución A. Esterilizar en autoclave a 10 lb por 15 min. 

Soluci6n'B : 

Di5olver 0.)10 g de CaC1 2 en 100 ml de agua deeionizada. 

Esterili?.ar en autoclave a 10 lb por 15 min. 

Soluci6n C : 

Disolver 0.7 g'de NaHco
3 

en 100 ml de agua deeionizada. 

Esterilizar en autoclave a 10 lb por 15 min. 

Al frasco con soluci6n A affadir 5 nü. de soluci6n B y 5 ml 

de aoluci5n C en condiciones asépticas. 5a conserva a temPer~ 

tura ambiente. 
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