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ABREVIATURAS

21-0H: 21-HIDROXILASA

CAH: HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA

MHC: COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

HLA : ANTIGENO LEUCOCITARIO DE HISTOCOMPATIBILIDAD
OMS: ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD

H-2: GENES DE HISTOCOMPATIBILIDAD DEL RATON

CML: CULTIVO MIXTO DE LINFOCITOS

Lads: DETERMINANTES DE ACTIVACION LINFOCITARIA
ACTH: CORTICOTROPINA

AMP: ADENOSIN MONOFOSFATO

cADN: ADN MONOFOSFATO

Ia: MOLECULAS DE LA REGION I EN EL MHC DEL RATON
Ps: PERDEDORA DE SAL

Vs: VIRILIZANTE SIMPLE

P450sec: COLESTEROL DESMOLASA

P450c21: POSICION ESTRUCTURAL DE LA ENZIMA 21-HIDROXILASA

ALELO: Formas alternas de un gene situado en un locus particular

en cromosomas homélogos.

AUTOSOMICO RECESIVO: Problema que se localiza en los cromosomas
autosémicos que se encuentra presente pero
que no se manifiesta externamente.

FRACCION ETIOLOGICA: Conjunto de marcadores que identifican la

enfermedad.



LOCUS: Lugar de un cromosoma ocupado por un gene determinado o
por un gene de una serie de alelos multiples plural loci.
virilizante simple; Padecimiento que no presenta alteraciones

en la sintesis de aldosterona.
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INTRODUCCION

Los marcadores genéticos son factores hereditarios que se utilizan para
caracterizar poblaciones sobre la base de la variabilidad de su frecuencia
en distintos grupos humanos, y se pueden detectar utilizando pruebas
inmunolégicas.

La deficiencia de la enzima 2l1-Hidroxilasa (21~0H) ocurre en el 95%
de los pacientes afectados por Hiperplasia Adrenal Congénita (CAH).
Deficiencia que se encuentra estrechamente ligada al Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (MHC). Es un sindrome hereditario causado por
la falla de alguno de los sistemas enzimiticos requeridos para la sintesis
del cortisol y otras hormonas esteroides que se producen en la glandula
suprarrenal a partir del colesterol. En la mayoria de los casos son
de sexo femenino y alrededor de la mitad de los pacientes masculinos
tienen génitales externos ambiguos. Defecto que se provoca por un paso
inadecuado durante la sintesis del cortisol y otras hormonas esterocides
que se producen en forma inadecuada, y también a que esteroides precursores
préximos al sitio de bloqueo se acumulan y se dirijen a otra ruta metabd-
lica; principalmente a la biosintesis de andrégenos. (28) (Figuras 1 y
2).

Se ha definido perfectamente que los genes que codifican para la 21-
Hidroxilasa se localizan en el brazo corto del cromosoma & humano, inter-
calado entre los genes para los marcadores de histocompatibilidad (HLA) .
De ahf que es evidente la relacién que existe en el desequilibrio de
enlace con algunos alelos. En pacientes de origen caucasoide, la relacién
es con el Bl4, B47, B51 y con otras variantes especificas del componente

C4 del complemento, {2, 23)



Los estudios de rastreo neonatal sugieren una incidencia de 1:5000 a
1:10,000 en la mayoria de las poblaciones blancas y de 1:500 en la pobla-
cidn esquimal Yupik de Alaska (9,36,53) con deficiencia de 21-OH en forma
clésica. Cifras que corresponden a ia mitad de los casos con problema
congénito, y dos veces mids que los fenilcetonGiricos, el mis comin de
los errores metabdélicos hereditarios, que tiene una incidencia de 1:15,000
(7,10). Razén po; la cual se quizo determinar cuales eran o son 1los
marcadores que se encuentran asociados en la deficiencia de 21-0H en
forma clésica virilizante simple. En la poblacién mexicana se desconoce
esta incidencla. razdn por la cual se quizo establecer el riesgo relativo
¥y la fraccién alterada para los alelos involucrados asf como también
establecer los origenes étnicos y ancestrales y los mecanismos de origen
del gen causante de la deficiencia de 21-OH en la poblacién estudiada.
Se tomaron 19 familias de origen mestizo mexicano en las cuales habfa
desde uno hasta tres afectados por familia, con la forma virilizante,
de un total de 68 pacientes, 43 resultaron sanos y 25 enfermos. Y a
todos ellos se les diagndstico previamente por CAH por deficiencia de
21-0H, variedad simple {excepto familia # 11 en la que el afectado era
variedad perdedora de sal) mediante estudios familiares clinicos y hormo-
nales. Estos estudios fueron hechos por endocrinSlogos expertos en la
enfermedad, que son jefes de los diversos departamentos de endocrinologia

de Institutos de donde provienen las familias estudiadas.
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1.1.— PLANTEAMIENTO DEL PROBLENA

Como consecuencia del nimero de casos crecientes en 1963, se hizo una
revisidn del sindrome y desde entonces la mayoria de las enzimas involucra-
das en la biosintesis del cortisol, han sido purificadas y caracterizadas .
a partir de gléndulas suprarrenales de animales, (9) y con el advenimiento
de las nuevas técnicas de biologia molecular (41,69,74), se han aislado
y caracterizado los genes correspondientes a estas enzimas. Ya que se
han encontrado mutaciones especificas causantes de algunos casos de
Hiperplasi'a Suprarrenal Congénita. Estos avances han aclarado la etiologia
del pade;:imient:o y tienen repercusiones importantes en el diagnéstico
prenatal temprano y posiblemente en el tratamiento prenatal de la Hiperpla-
sia Suprarrenal Congénita, y aproximadamente el 95% de los casos informados

se deben a la deficiencia de 21-OH. (27)

1.2.~ HIPOTESIS

Identificar los marcadores del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
en poblacién mexicana, debido a que en nuestro palis se desconoce la
incidencia de la Hiperplasia Suprarrenal Congénita, ocasionada por la
deficiencia de 21-OH, por desconocer los marcadores genéticos ligados
y asociados a la enfermedad, ya que los genes que codifican esta enzima
caen en desequilibrio de enlace con algunos de estos marcadores pgenéticos
ligados y asociados a la enfermedad, y que pueden identificarse en algunas
razas puras de otros paises sirviendo como referencia para detectar

esta deficiencia.
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2.1.— ANTECEDENTES HISTORICOS DEL ESTUDIO DE LOS ANTIGENOS DE

HISTQCOMPATIBILIDAD

JENSEN en 1903.- Inicia el estudico del sistema de histocompatibilidad
cx‘eyendb en la existencia de relaci6n entre suceptibilidad al trasplante

tumoral y la raza, pensando en una forma de control genético.(47)

LITTLE en 1916.~ Establece los principios bésicos de trasplante demostrando
mediante injertos cuténeos dentro de estirpes endogdmicas teniendo éxito,

sucediendo lo contrario con los aloinjertos que fracasaban.(28)

GORER Y SNELL en 1930.- Obtienen los principales conocimientos sobre
la genética de los sistemas de histocompatibilidad en el ratén, aplicando
las leyes de Snell que definen la herencia Mendeliana de los genes de
histocompatibilidad y que son aplicables a todas las especies por tener -

un alcance muy general.(28)

HALDANA en 1933.- Propone que la inmunidad se dirigia contra aloantigenos
mas que contra antigenos tumorales, prediciendo asf diferencias antigénicas
semejantes a los grupos sanguineos, al observar que los tumores conservaban
caract;eristicas aloantigénicas propias del donador que inducia el rechazo

tumoral. {64}

GORER en 1936.- Investiga que la reaccién ante aloinjerto en ratén se
relacionaba con el grado de histocompatibilidad de los aloantfgenos detecta-
dos por serologfia y descubre 1o que creyd que era otro sistema sangufneo
en el ratén, genes que codifican al Ag II; determinante del éxito o fracaso

de injertos tumorales, denomindndolos como genes de histocompatibilidad



de otra cepa pura.{84)

MEDAWAR Y COL. en 1943.~ Demuestran las bases inmunoldgicas del rechazo
de trasplantes de tejido normal, compararon trasplantes de piel autdloga
y alogénica a conejos y mis tarde promueve tolerancia inmunolégica en
ratones recién nacidos, inyectando células linfoides del donador con

tolerancia al injerto de piel aceptado posteriormente.(67)

GORER, LYMANN Y SNELL en 194B.- Demuestran que el gen para el antigeno
IT que se *encuentra en el cromosoma 17, es el gen de la braquiuria (T)
o anormalidad en la cola; constatando Allen en 1955 que no sdlo se trataba
de un gen, sino de un sistema complejo alelomérfice H-2 diferenciado

y detectado por recombinantes intra H-2 en trasplantes. (64)

AMOS en 1953.- Demuestra que los genes de la regién H-2 podfan encontrarse

en los leucocitos del ratén por leucoaglutinacién.(14)

MITCHISON en 1954.-Comprobd que la reaccién al alotrasplante era un fendmeno

mediado badsicamente por inmunidad de tipo celular.(14)

DAUSSET en 1958.- Describe en individuos trasfundidos produccién de anticuer
pos aloespecificos, reaccionando con individuos no relacionados para
el primer antigeno leucocitario humano, antigeno de histocompatibilidad

al cual denomino MAC y que hoy se conoce como HLA A2. (14)

VAN ROOD Y PAYNE en 1958.- Descubren independientemente anticuerpos antileu-—

cocitarios en sueros de mujeres multiparas. (67)



PAYNE en 1964.- Describe dos especificidades de una primera serie o LAl

y La2.(67)

MACDEVITT en 1968.~ Demuestra que los genes I-r del ratdn estan asociados

en la regién I.(67)

BENACERRAFF en 1969.- Logra postular la teoria sobre la existencia de
algunos genes para la respuesta inmune en los cobayos que respondian
mediante la reaccidn de péptidos sintéticos en algunas cepas endogémicas

de cobayos'. (15, 14, 41)

YUNIS en 1970.- Describe al HLA~D como andlogo a las moléculas de Ia

murino en el Complejo Mayor de Histocompatibilidad de ratén. (5)

AMOS en 1971.- Asocia al Complejo Mayor de Histocompatibilidad con

la proliferacién linfoide en el cultivo mixto de linfocitos (CML}.(14)}

SHERED Y DONELLY en 1971.- Descubren por accidente los determinantes
de activacién linfocitaria (Lads) al mezclar linfocitos de 2 individuos
diferentes, mostrando dias después, en las células cultivadas una estimula-
cién blastogénica, siendo esta muy fuerte en individuos no emparentados,-
demostrando la existencia de antigenos, que promueven la reaccién CML

bajo control genético.(13)

EISVOOJEL Y COL. en 1972.- Por estudios familiares con un recombinante
localizan al gen CML, fuera del loci HLA-B dado como consecuencia de

entrecruzamiento y recombinaciones en familias.(14)



OLIVER Y FESTESTEIN en 1975.- Basados en asociaciones discrepantes postulan
la existencia del locus HLA-C separado del HLA-B consecuencia de entrecruza-

miento y recombinaciones en familias.({13)

TUSBERG Y COL. en 1976.- Describe polimorfismo del componente C4 y asociado
al locus HLA-B, O0°Neill y col. determinan dos loci para el mismo, cada

uno con un alelo comin silencioso. (2, 4, 40)

WHITE Y COL. en 1984.- Manifiestan que existen 2. genes que codifican
enzimas citocromo-450 adrenal especifica para 21-0H, cuya deficiencia

se asocia a genes HLA.(15)

2.2 NOMENCLATURA

Para definir los antigenos de histocompatibilidad se reune un cémite
de nomenclatura, compuesto por genetistas, inmundlogos y especialistas
en tipificacidén de tejidos, bajo el auspicic de la Organizacién Mundial
de la Salud y contando con el informe de la Unién Internacional de la
Sociedad de Inmunologia que son los encargados de poner al dia la nomenclatu
ra de las especificidades antigénicas del Complejo Principal de Histocompati
bilidad humano, estableciendo nuevas especificidades por técnicas seroldgi-
cas en células B. (11, 44}, (cuadro 1)

De acuerdo al conocimiento genético del Complejo Mayor de Histocompatibili-
dad humano, los antigenos denominados HLA (Human Leukocyte group A ,Leucoci-
to Humano Grupo A),' son ceontrolados por un complejo de genes en varios
loci intimamente vinculados y localizados en el cromosoma 6, hasta 1la

fecha se han identificado 4 loci genéticos (designados como locus A,8,C,D)



CUADRO # 1

LISTA CONPLETA DR ESPECIFICIDADEKS HLA
RECONOCIDAS INTERNACIONALMENTE EN LA FRACCION
DEL CROMOSOMA 6

DRL BRAZO CORTO

LOCI A LOCI B Locr ¢ Locx D LOCI DR LoCI DQ Locx pop
Al 85 Cwl Dwl DR1 DQwl DPwl
a2 87 Cw2 Dw2 DR2 DQw2 DPw2
A3 B8 Cw3 Dw3 DR3 DQw3 DPw3
A9 B12 Cwd Dwa DR4 DQw4a DPwa
ALOD B13 CwS Dw5 DRS DQw{wl) DPwS
All Bla Cwb Dwé DRw6 DQwE (w3) DPw6
Awlg B15 Cw7 Dw?7 DR?7 DQw7 (w3)
Aw23(9) B16 Cw8 Dw8 DRwS8 DQw8(w3)
Aw24(9) B17 Cw9(w3) Dw9 DR9 DQwI (3}
Aw25({10) B18 CwlO(w3)l Dwl0 DRw10
Aw26(10) B21 Cwll Dwll(w?) DRwl1i(5S
A28 Bw22 Dwl2 DRwl2(5)

A29 B27 Dwl3 DRH13(w6[
A29(19) B35 Dwla DRw1l4 (w6}
A30(19) B37 Dwls DRw15({2)
A31(19) B38(16) Dwl6e DRwi16(2)
A32(wl19) | B39(16) Dwl6(w7) [ DRw17(3)
Aw33(19) B4O Dwl8{w6) DRw18(3;
Aw34(10) | Bwdl Dwl9(ws)
Aw36 Bwd2 Dw20 DRw52*
Awd3 Ba4(12) Dw21 DRwS3¢
Aw66(10) [ Bas(12) Dwaz
Aw68(28) | Bwa6 Dw23
Aw69{28) | Bwa7 Dwa2d
Aw74(19) | Bwas Dw25
B4g(21) Dw26
Bw50(21)
B51{5) 1.- A,B,C,D,DR,DQ,DP,= locus de la frac.ién
Bws2(5) del brazo corto del cromosoma 6 humano.
Bw53 2.~ Las columnas se refieren a los alelos -
Bw54(w22) de cada loci.
BwS5(w22)
Bw56(w22) #= Alelos comunes que se encuentran en toda
Bw57(17) la poblacién.
BwS8{17)
BwS9
Bw60(40)
Bw61(40)
Bw62(15)
Bw63(15)
Bw64(14)
Bw65(14)
Bw67
Bw71{w70)
Bw70
By72(w70)
Bw73

1
Bw75(15); Bw76(15); Bw77(15); Bw*; Bw6" |

10




para estos genes., Los genes son alélicos es decir que en la poblacién
se encuentra cierto nimero de formas diferentes de cada gen., Hasta la
fecha se han identificado 19 alelos para el locus D. Segun las leyes
MENDELIANAS cada persona tiene dos alelos para cada locus o desde luego
un par de alelos idénticos.(Cuadro 1)} (29)

Como los alelos fueron numerados de modo consecutivo aquelles alelos
que son todavia provisionales se designan con "w". Las dificultades encontra
das en la identificacién y clasificacién de este compiejo sistema alélico,
originaron gran confusién en la nomenclatura original. Este problema
ha sido nesuelto con una sencilla designacién revisada del sistema HLA,
que aparece en forma de lista en el (cuadro 1), junto con las designaciones
previas mis comines.(29)

Los antigenos asociados con los loci A, B, y C, son identificados seroldgica
mente, por lo que con frecuencia son designados como antigenos SD (seroldgi-
camente determinados). Los antfgenos gobernados por el locus D como mejor
se 'identifican es por una reacciSn de cultivo de 1linfocitos mezclados
¥y con frecuencia se denominan RLM o LD {Limphocytes determined - determina-
dos por linfocitos): estos antigenos muestran importantes diferencias
funcionales y estructurales frente a los antfgenos A, B y C. (29)

Los antfgenos que tienen una asociacién estadistica con diversos trastornos
supuestamente autoinmunes y con neoplasias de células linfoides son primaria
mente antigenos de loci B y D. Ademds se ha visto que los componentes
del complemento C2, C4 y C8 y el factor B-properdina estdn gobernados

por genes Intimamente vinculados al locus D.{44)

En el Taller Internacional de 1975 se determinaron los primeros 6 alelos
del locus HLA-D, que gobiernan la reaccién de los linfocitos mixtos,

y confirman la existencia del tercer locus HLA-C. (47)

11



En el VII Taller de Histocompatibilidad se definieron nuevas especificida~
des en linfocitos B de sangre periférica para tipificar el locus HLA

demostrando ser el centro de defensa del organismo. (60)

En el VIIT Taller de Histocompatibilidad se demostraron resultados semejan—
tes al anterior considerando un beneficio patente en los segundos trasplan-

tes debido a la igualacién HLA-DR tanto del donador como el receptor. (60)

En el IX Taller Internacional de Histocompatibilidad de 1984, se establecen

los loci HLA-DP. (60) (Cuadro 1)

2.3 HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA O DEFICIENCIA DE 21-OH (21-HIDROXILASA)

La Hiperplasia Adrenal Congénita (CAH} producidad por la deficiencia
de la enzima 2l-Hidroxilasa, cuya predisposicidén genética se ve asociada
principalmente a los genes HLA-Bwd7 y HLA-B14; DRL. Y de acuerdo al
grado de manifestacién presenta variantes, mediadas por diferentes marcado-
res antropoldgicos y alélicos que traen como consecuencia, mutaciones
genéticas y que también provocan Hiperplasia Adrenal Congénita como

en el caso de la 17-Hidroxilasa y la lil-Hidroxilasa. (21)

2.4 LOCALIZACION

Todos estos marcadores HLA se ubican en el cromosoma 6 y constan de varios-
"loci" cercanos y portadores de genes con diversas funciones. En la actuali
dad se distinguen varios locus llamados A, B, C, DR, DQ, DP. {Cuadro 1); ¥y

los genes componentes del complemento se describen en cada variante que co-

difican para algunas enzimas entre las que se mencionan a la 3
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fosfoglucomutasa (PGM3), Glioxalasa eritrocitaria y la 21-Hidroxilasa
{21-0H}). Enzimas que participan en la sintesis de diversas hormonas
sexuales y que‘cuando existen alteraciones en la codificacidn genética
de esta y por la cercanfa en su localizacién estos genes se afectan
simulténeamente, por lo gue al conocer el HLA individualmente nos indica
la enfermedad o asociacidén (HLA-enfermedad), que se presenta en cada

caso, (Figura 2) (58)

2.5 ESTEROIDDGENESIS SUPRARRENAL

Para entender las manifestaciones clinicas de la CAH es necesario hacer
una revisidén de la fisiologia, basdndose en la sintesis de los esteroides
suprarrenales la funcién del testiculo fetal. {(25)

El cortispl se sintetiza en la zona fasciculada de la corteza suprarrenal
bajo el control de la corticotropina (ACTH), hormona secretada por 1la
parte anterior de la glandula pituitaria. (Figura 2)

La ACTH interactfia con un receptor de la superficie celular y activa
a la adenilciclasa, la cual a su vez activa a una proteina cinasa depen~
diente de AMP cfclico; esta fosforila a la colesterol-éster-hidrolasa,
incrementando su actividad., Dicha hidrolasa moviliza al colesterol del
citoplasma hacia la mitocondria ayudado por una proteina acarreadora
de esteroles (B8). El colesterol luego se metaboliza transforméndose
en pregnenolona gracias a la primera enzima, colesterol desmolasa {(P450
sec), la cual rompe la cadena lateral. Esta reaccién requiere de un
factor peptidico 1&bil, cinasa dependiente. (8). La enzima PAS0 sec
{desmolasa)l, es un citocromo mitocondrial especifico que contiene HEME

y tiene un peso molecular de 50,000 daltones; +tiene tres actividades
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diferentes; hidroliza el colesterol en la posicién alfa y luego en
posicién 22 y por oxidacién rompe el enlace C-C 20-22; funciona como
una oxidasa terminal transportando un electrén y usa NADPH e incluye
un adenosin reductasa que es una flavoproteina (&tomo de hierro sin
HEME). Cada reaccién de hidroxilacién requiere una molécula de oxigeno
y dos equivalentes reductivos para este rompimiento de la cadena lateral.
(8) (Figura 1.)

El tratamiento para estos desordenes hormonales consiste principalmente
en el suplemento de las hormonas esteroides deficientes. (69). Se adminis-
tran dosis fisioldgicas de hidrocortisona de (10 a 20 mg. por metro
cuadrado de superficie corporal por dfa), con el objeto de disminuir
la secrecidn de ACTH y causar as{ el decremento de 17 hidroxiprogesterona
¥ andrégenos hasta proporciones normales. (75)

En pacientes con la forma perdedor; de sal, lo anterior se acompafia
con la administracién oral de fluorocortisona, en dosis que suprimen
la actividad plasmatica de la renina sin causar hipertensidén. A esta forma
se ha llamado perdedora de sal debido a que los bajos niveles de aldosterg
na reducen la absorcién de sodio en el tibulo renal dando como resultado

hiponatremia e hipocalemia. (Fig. 2) (45)
2.6 HERENCIA MENDELIANA

INMUNOGENETICA.~ Es la suma de conocimientos relatives a las interrelacio-
nes de las reacciones inmunes y la constitucidn genética determinadas
por alotipos capaces de actuar antigénicamente entre individuos de
la misma especie. (44)

Las células humanas poseen 46 cromosomas de la madre, siendo 22 pnares
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autosémicos homdlogos ya que los dos miembros de una pareja suelen
ser idénticos de tamaflo, forma y loci genético. Los genes estan dispuestos
a lo largo de los cromosomas en orden lineal cada gen tiene su propio
locus especifico. El nlmero y la disposicién de los loci homblogos
se denominan alelos. Todo individuo tiene dos alelos por cada clase.
de gen, uno en un gen determinado, es un homocigoto; una persona con
un par diferente de alelos es un heterocigoto. Cuando un gen ejerce
su efecto estd presente en solo un cromosoma, el gen dominante. Un
gen recesivo se expresa sélo cuando se encuentra presente en los dos
miembros de un par cromosdmico {o en el X Gnico de un vardén normal
o una hembra XO). El gen o su rasgo correspondiente es ligado a X si
estd localizado en el cromosoma X; en otrc caso es autosdmico. (44)

Se denomina Herencia Mendeliana cuando el padre o la madre heredan
dos haplotipos HLA, siendo todos sus genes muy proximos y ligados entre
si polimérficos y codominantes; por 1o que una familia, donde el padre
presenta alelos My N y la madre los alelos Q y R, se tiene para 4
de sus hijos las asociaciones posibles de alelos como son; MQ, MR,
NQ, NR, donde existe el 25 % de probabilidad para que dos hermanos
compartan los mismos haplotipos 50% de compartir un haplotipo y 25%
de ser incompatibles totalmente en sus antfgenos HLA. (12, 47, 51)

(Figura 3) Pacae maone

—@

FIGURA 3: HERENCIA MENDELIANA



2.7. HERENCIA DE LA HIPERPLASTA SUPRARRENAL CONGENITA POR DEFICIENCIA DE

21-0H.

Este es un padecimiento monogénico que se hereda en forma autosbmica
recesiva con igual riesgo para ambos sexos. Con pocas excepciones, las
formas perdedora de sal y virilizante simple, se manifiestan consistente-
mente en una misma familia, ocurriendo la perdedora de sal en un SO
a un 80% en los pacientes con Hiperplasia Suprarrenal Congénita por
21-0H.

La deficiencia de 21~0H en el humano esti estrechamente ligada al Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC), del inglés Major Histocompatibility
Complex, cuyos genes se encuentran localizados en el brazo corto del
cromosoma 6. Asi, dos hermanos con deficiencia de 21-OH tendrin generalmen-
te los mismos haplotipos HLA. Por lo tanto la tipificacién HLA, puede
utilizarse para identificar el estado de portador heterocigoto en cualquier
miembro de una familia donde ya previamente se ha tipificado al sujeto

afectado, (23, 73)

2.8 FORMAS CLINICAS DE I.A DEFICIENCIA DE 21-OH

Aproximédamente el 95% de los casos de Hiperplasia Suprarrenal Congénita
publicados, son debidos a 1a deficiencia de la enzima P450 c21 o (21—
Hidroxilasa). En pacientes con esta deficiencia, no se sintetiza adecuada-
mente el cortisol debido a que la 17 hidroxiprogesterona no se convierte
en 11 desoxicortiscl. La consecuente carencia de retroalimentacién negativa

da como resultado niveles altos de adenocorticotropina (ACTH); estos

llevan a sobreproduccién y acumulacién de 1los precursores esterbides
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proximos al paso bloqueado. Estos con principalmente 17 hidroxiprogestero-
na, pregnenolona, 17 hidroxipregnenolona y progesterona. Los compuestos
17-hidroxi, son metabolizados a compuestos androgénicos, principalmente
a un andrégeno moderadamente fuerte, el cual periféricamente se convierte
en testosterona. (Figura. 1) {25)

Los niveles de andrdgeno circulante anormalmente elevados afectan muchos

estadios de la diferenciacién y el desarrollo. (25)

El desarrollo de los genitales externos esta controlado por los andrégencs,
(25, 27, 35, 59); las mujeres por lo tanto nacen con el clftoris hipertro-
fiado, los labios fusionados, el seno urogenital que puede ser como
la uretra fAlica masculina. Sus érganos internos se desarrollan en forma
normal, ya que ellos no son afectados por los andrdgenos, y en el nifio
son inhibidos por el factor mulleriano secretado por el testiculo. (26)

Una nifia al nacer con este problema, puede ser erroneamente catalogada

como nifio, causando asf problemas graves en su vida adulta. {24, 25)

El diagnéstico de Hiperplasia Suprarrenal Congénita en un recién nacido,
debe tener en cuenta si hay criptorquidia bilateral e hipospadia. (27)

Postnatalmente, tanto mujeres como hombres no tratados, presentan creci-
miento somitico rapido con edad Ssea avanzada y cierre temprano de las
epifisis, 1o que finalmente los deja de baja estatura. Otros sintomas
del exceso de andrdégenos son: la aparicién temprana del vello sexual,
4cne y crecimiento contfnuo y excesivo del pene y del clitoris. Ademds

las mujeres pueden tener ovarios poloquisticos. (28, 37, 63)

La funcién del plexo hipotdlamo de la gldndula pituitaria puede afectarse
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en ambos sexos. En mujeres, los niveles altos de progesterona, pueden
interferir con la actividad del estradiol para estimular a la hormona
luteinizante causando menstruaciones irregulares o ausentes. En el hombre,
los niveles altos de andrégenos suprarrenales podrian suprimir la secrecién
de gonadotropinas, y asi, aunque los niveles totales de andrdgeno circulan-
te estén elevados, los niveles de testosterona en testiculo pueden estar
bajos, dando como resultado una espermatogénesis deficiente. (26, 27,
35, 59)

La deficiencia de 21-0OH se presenta basicamente en dos formas clinicas,

cada una de ellas con dos subformas:

La forma clésica ocurre en dos formas: perdedora de sal (PS), y la forma
virilizante simple {VS).(Cuadro 2) (26, 27)

La forma,no clasica se presenta como de inicio tardio o adquirida, y
como asintomdtica o criptica. (Cuadro 2) (26, 27)

Aproximédamente dos terceras partes de los casos con deficiencia de
21-OH clisica tienen afectada la biosintesis de aldosterona (progesterona
o desoxicorticosterona). (25)

La otra forma c¢lasica, virilizante simple, no presenta alteraciones
en la sintesis de aldosterona. los pacientes perdedores de sal pueden
morir en las dos primeras semanas de vida si no son tratados adecuadamente,
debido al shock hiponatrémico. Esto ocurre menos en mujeres que en hombres.
(24)

Se diagndstica como forma perdedora de sal a la deficiencia de 21-CH
cuando se observa vémito, diarrea y deshidratacién con anormalidades

electroliticas caracteristicas. (24)
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CUADRO # 2

CARACTERISTICAS DE LA DEFICIENCIA DE 21-0ft

VARIEpAp  [NMBIGUEDAD | VIRILIZACION | METABOLISWO| ESTEROIDES [ESTEROIDES .
GENITAL POST-NATAL DE SAL
CLASICA J
17-CHP ALDOSTERONA |cAUCASICO
i MUJERES st PERDIDA ANDROSTEN- | CORTISOL  [1:10,000
DE SAL
LIONA
CLASTCA
17~0HP CAUCASICO!
IR LTzANTE MUJERES st HORMAL ANDROSTEN- CORTISOL 1:20,000
SIMPLE
BIoNA
NO CLASICA
17-0HP cAuCASICO!
TARDIA e st HORMAL ANDROSTEN= | = = = 1-3 %
DIONA
NO CLASICA
CRIPTICA NO No NORMAL - R CAUCASICA
1.3%
|
17- OHP:  17-HIDROXIPROGESTERONA  ( 25,62,45)

* NO HAY DATOS EN NUMERO/100,000 HABITANTES
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Los pacientes con las formas no clésicas de la deficiencia de 21-0OH,
nacen sin anormalidades aparentes, pero adquieren sintomas de exceso
de andrégenos en la nifiez o en la pubertad. A esta forma se le ha llamado

adquirida o de inicio tardio. (35)

Durante el estudio de familias con pacientes afectados con alguna de
las formas clésicas, se han encontrado personas asintomdticas pero que,
bajo la estimulacién con ACTH, presentan las mismas anomalias bioquimicas
que aquellos con la forma clasica de la enfermedad es extremadamente
frecuente.' Ocurre en 0.3% de la poblacién blanca en general el 3% en
poblacién europea. Esto puede representar una causa importante de inferti-

lidad en este grupo étnico. (8, 34, 51)

2.9 BIOLOGIA MOLECULAR DE LA DEFICIENCIA DE 21-OH

Se ha demostrado que la deficiencia de 21-OH asociada a la HLA involucra
un gen estructural que codifica para el citocromo p450c¢2l. Para esto,
la técnica utilizada se explica a continuacidn:

Se aislé un CADN (ADN complementario) de una clona bovina, el cual codifica
para esta enzima, es decir, un ADN complementario que corresponde
al ARN mensajero para P450¢21, unido a secuencias que permiten que
este ADN se replique de manera autdénoma dentro de las bacterias.(68)
Se extraje ADN a partir de leucocitos de personas sanas y de pacientes
con deficiencia de 21-OH, cuyo haplotipo era A3, Bw47, DR7. Estas muestras
se analizaron mediante hibridacidén del ADN usando la técnica del Southern

Blot. (38, 66)
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El ADN se dirijié con varios endonucleasas de restriccién, (taql, EcoRl,
BamHl, BGl), enzimas bacterianas que cortan secuenci;as especificas de
ADN. Tales secuencias especificas de reconocimiento estan distribuidas
al azar en el ADN y aunque la distancia de muchos de estos sitios de
restriccién es de unos 4000 pares bases, el nOmero ‘ de 1los fragmentos
resultantes varia al ser digerido el ADN. El ADN digerido se fracciond
en base a su tamafic mediante electroforesis. Se desnaturalizo mediante
alcalinizacién y se transfirié a una membrana de nitrocelulosa o de
nylon. La membrana se fncubo junto con la sonda cADN p450c2l (ADN complemen
tario), la cual previamente se marcé radioactivamente con timidina tritiada
Yy sus cadenas se abrieron mediante calor, para asi tener secuencia comple-
mentaria. Las tiras complementarias de ADN se unieron una con otra bajo
condiciones adecuadas de humedad y temperatura, gracias a que los genes
bovinos son bastante similares. La sonda radioactiva se unié al gen
o genes correspondientes. Los fragmentos se identificaron mediante autora-
diografia, utilizande siempre marcadores de peso molecular, para 1lo
cual se utilizé el fago lamda.(26, 41, 41, 67)

Tras este anflisis, las muestras de ADN de personas sanas, produjeron
fragmentos de ADN que hibridaron con la sonda tras la digestién con
cualquiera de 1las endonucleasas utilizadas. Uno de estos fragmentos
no se encontrd en los digeridos de ADN de un paciente homocigoto para
HLA-Bw47, hallazgo consistente con la pérdida de uno de los genes P450c2l.
(70)

Ya que un gen para 21-OH y un gen para C4 estédn afectados en el haplotipo
HLA-Bw47, se considerd que dichos genes estaban localizados en el cromosoma
6, muy cerca uno de otro. El arreglo exacto de dichos genes se determind

examinando fragmentos largos de ADN humano c¢lonado en plésmidos, los
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cuales habfan sido aislados con anterioridad por 1llevar el gen para
c4. {71)

Asi hoy se sabe que hay dos genes que codifican para la 21-OH que son
el 21-0HA y el 21-0HB, y que estan localizados junto a C4A y C4B respectiva
mente, y que se transcriben en la misma direccién. (Figura 4)

En estudios mas recientes, donde Se analizd mediante la técnica del
southern blot, al césmido de ADN después de la digestién con la enzima
Taql, se encontrd que el gen 210HB tiene un fragmento de 3.2 Kb, mientras
que el gen 210HB tiene un fragmento de 3.7 Kb. Esto corresponde a los
dos fragmentos observados cuando se hibridiza ADN no clonado, humano,
con una sonda cADN 21-0H. (28, 39)

El fragmento de 3.7 Kb asociado con el gen 210HB se pierde cuando el
haplotipo asociade a la deficiencia es l1la HLA-Bw47, sugiriendo que el
gen del producto 210HB se requiere para la actividad de 21-OH. Por el
contrario, las personas hormonalmente normales cuyo haplotipo es el
HLA~Al, B8, DR3, no tienen fragmento Taql de 3.2 Kb asociado con el
gen 210HA, por lo que la ausencia de este gen no causa ningin dafo,
sugiriendo as{ que su producto no es activo en la esteroidogénesis.
(28, 39)

Si todos los PA50 se derivan de un ancestro comin, los ontrones deben
haber side movidos durante la evolucién de estos genes. La secuencia
de aminofcidos tiene por lo menos 28% de homologia con otros genes PASO,

sugiriendo una relacién evolutiva distante con otras enzimas P450. (28)
Ain cuando la secuencia que codifica en cADN y los genes de 21-0HB son
idénticas, tiene muchas diferencias con las de 21-OHA. Tres de sus mutacio-

nes evitan que se sintetice una proteina activa, lo cual indica que
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el gen 21-0HA es un pseudogen sin funcidn evidente. (28,39)

Los dos pares de genes C4 y 21-OH, probablemente emergieron por duplicacién
de un sdélo par de genes. Ain cuando los dos genes C4 han conservado
su actividad en humanos, sdlo un gen, 210HB, es necesario para la esteroido
génesis. El extragene entonces, acumula mutaciones sin ningln efecto
sobre el organismo.

La duplicacidén secuencial de los genes C4 y 21-0H, crea la posibilidad
de un desarreglo o desalineamiento durante la metafase meidtica y un
entrecruzamiento desigual entre las cromatides hermanas dando como resulta-
do cromosomas que contienen uno o tres juegos de genes de C4 y 21-0H.(28)

Este mecanismo posiblemente genera los desarreglos observados en el
haplotipo HLA-Al, B8, DR3 y A3,Bw47, Dr7, los cuales han perdido respectiva
mente los, genes C4A 210HA y C4210HB. (42, 53) (Figuras 5y 6)

AGn cuando el haplotipo HLA-B14, DRl y la deficiencia de 21-OH no clésica,
son relativamente muy frecuentes, el HLA-A3, Bw47, DR7 es extremadamente
raro en la poblacién general, sin embargo comprende el 20% de los alelos
para la deficiencia de 21-OH clasica. (59)

Otros pacientes con deficiencia Clasica que no tienen Bwd7 han sido
examinados por andlisis de hibridacién con sondas para 21-OH, C4, o
ambos. {59)

Aproximadamente uno de los cuatro alelos, de estos pacientes tienen
deleciones en el gen 21-0HB y la mayoria también en C4B. (59)

En el cromosoma 6, el gen 210HA ha sido sustituido por un gen 21-0OHB,
Todos los pacientes con deleciones homocigotas del gen 21-0OHB tienen
la forma perdedora de sal. Las tres cuartas partes restantes de alelos

cldsicos no tienen fragmentos de restriccién del polimorfismo asociados
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FIGURA 5: MAPA DEL LOCUS PARA LOS GENES 21-OHA Y 21-0HB, SITIOS
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y no pueden ser generados por intercabios pequefios de secuencias entre
genes homdlogos, fenémeno denominado "Conversién génica", transfiriendo
algunas de las mutaciones nocivas del pseudogen 21-OHA al 21-0OHB. Hasta
ahora se tienen 21-OHB, y se han demostrado algunas otras conversiones
en otros genes P450. (42, 46)

' Otros alelos pueden acarrear mutaciones puntuales que afecten la transcrip-
cién del gen o el procesamiento del ARNm, o resultar en substituciones
de aminodcidos que alteren la actividad de la enzima. Estas alteraciones
pueden ser relativamente débiles dando como resultado formas virilizantes
simple o no clasicas, © ser severas causando formas perdedoras de sal.
Debe sefialarse que la distincidén entre estas categorias diagnédsticas
no es totalmente absoluta. (28, 42, 46). Algunos pacientes masculinos
que han sido clasificados como formas virilizantes simples después de
pruebas hormonales, en realidad tienen alelo asociado con la forma no
cliasica, B14, DR1., Por el contrario en algunos pacientes con episodios
de pérdida de sal en su nifiez, desarrollan la capacidad de producir
cantidades adecuadas de aldosterona en su vida adulta, esto puede ser
como resultado del incremento de niveles de una enzima 21-0H poco activa,
como P450c21, o en algunas personas, como resultado de otro P450 distinta

a la P450c2l1, pero por alguna actividad de 21-OH. (79)

2.10 DIAGNOSTICO PRENATAL Y TRATAMIENTO CON BASE A LA BIOLOGIA MOLECULAR

Alin cuando las anormalidades hormonales en pacientes con deficiencia
de 21-0H pueden ser tratadas facilmente, los genitales ambiguos en las
mujeres, nueden causar problemas psicolégicos enormes, y pueden requerir

de varios procedimientos quirlrgicos para corregir de manera adecuada
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los dafios; por ello la terapia preventiva para esta enfermedad es de
gran interés. (10, 43). Si se administra a la madre gestante, dexamatasona
a partir de la décima semana de gestacién, cuando se inicia la diferencia-
cidén de los genitales externos, el medicamento atraviesa la placenta
y suprime la secrecidén de ACTH de la pituitaria fetal, previniendo asi
la sobreproduccién de andrdégenos por la gléndula suprarrenal fetal.
(10, 15) Se supone que si ambos padres son portadores heterocigotos
de la deficiencia de 21-0H, el feto tiene 25% de probabilidades de tener
el desorden y el 50% si es mujer. Asf, sin diagnéstico prenatal, 7 de
cada B fetos estardn expuestos innecesariamente a hormonas glucocorticoides
exdgenas. Por estas razones es importante el diagndstico prenatal temprano.
(s2)

Hasta hace poco se contaba con dos métodos para el diagnéstico prenatal,
en padres con un hijo afectado:

1.~ Medida de 17 hidroxiprogestercna en lfquido amnidtico, y

2.- Tipificacién de HLA en células de liquido amnidtico.

Con el primero, puede haber problemas en pacientes con la forma virilizante
simple, y el segundo, pueden surgir problemas en casoc de ocurrir una
recombinacién intra-HLA, porque las dos pruebas son complementarias,
pero, los dou tienen una alta eficacia. Desafortunadamente ambos deben
hacerse alrededor de las 16 primeras semanas de vida fetal, tiempc en
el que ocurrid la virilizacién. (51)

Por el contario, el vello coridnico puede obtenerse antes de la décima
semana de gestacién, y de &l se pueden obtener ADN y hacer hibridacién
por southern blot. Adn cuando seria mas directo usar una sonda de hibrida-
cién normales. Y deleciones en C4B 21-0HB, producen patrones idénticos

de hibridacidn cuando son digeridas con determinadas enzimas de restric-
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cién. (47) Quiza cuando se hayan sometido genes mutantes a secuenciacién
de ADN pueden utilizarse para diagnéstico prenatal, sondas de oligonucled-
tidos que corresponden directamente a cada mutacién. (16) Otra alternativa
que ha sido empleada con éxito, es el uso de sondas correspondientes
a los genes cercanos clase I y clase 1I. Ya que estos pgenes son altamente
polimérficos, los cromosomas parentales de los alelos para la deficiencia
de 21-0H pueden ser facilmente identificados mediante el examen de hibri-
dacién en el sujeto prueba. Debido a que los genes clase I y clase
II rodean a los genes de 21-0H, el uso de dos de tales sondas, debe
evitar la falla de acierto debido a eventos de recombinacién (49) (Figura

4)
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PARTE EXPERIMENTAL

CAPITULO III



3.1 DIAGRAMA EXPERIMENTAL

20 ml DE SANGRE HEPARINIZADA

SEPARACION DE LINFOCITOS TOTALES POR
GRADIENTE DE FICOLL HYPAQUE

PURIFICACION DE LINFOCITOS T Y B EN
COLUMNA DE NYLON

PREPARACION DE MICROPLACAS DE ANTIGENOS
CLASE I Y CLASE II POR CITOTOXICIDAD

TIPIFICACION DE MOLECULAS C4 POR LA TECNICA

ELECTROFORESIS E INMUNOFIJACION

TIPIFICACION DE LAS MOLECULAS FB POR LA TECNICA
ELECTROFORESIS E INMUNOFIJACION




3.2.- MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

3.2.1.-

3.2.2.-

MATERIAL BIOLOGICO

Sangre Periférica: De todos y de cada uno de los miembros, de
las familias estudiadas, que presentaron la deficiencia de -
21-0H.

Suero AB: Mezcla de sueros humanos de sujetos masculinos sin-~
historia de transfusién sanguinea previa. Descomplementar a -
56°C durante 45 minutos.

Trombina bovina: Preparar una solucién que contenga 100 ul/ml
a partir de la trombina bovina que tiene 1000 ul/ml, diluyen-
do con agua destilada. Distribuir en alicuotas de 0.1 ml y -
conservar en congelacién a -20°C hasta su uso.

Complemento: Suero de conejo normal como fuente de complemen-
to. Sangrar los animales y dejar coagular la sangre a 4°C.
Separar el suero y mezclar con volumen igual de eritrocitos-—
Tipo A {(obtenido de 3 o mds donadores). Incubar durante una -
hora y centrifugar a 1,500 rpm 15 minutos a temperatura am-
biente. Distribuir en alicuotas y conservar a -70°C hasta su
uso. E1 complemento asi obtenido se utiliza para la tipifica-
cidén de los loci A, B, C. Para tipificacién de los productos-
de los loeci A, DR utilizar complemento especial, comercial -

proveniente de Pel Freeze.

MATERIAL DE LABORATORIO
Pipetas Ependorf 5-50 ul, 100 ul
Jeringas Hamilton 50 ul

Tubos Fisher
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Fibra de nylon

Puntas para micropipeta, Pipettens pitzen 3102
Marcos de acrilico de 21.5 por 15.5 cm de largo y 1 mm de gro
sor.

Microplacas para linfocitotoxicidad (microtest 3034)
Centrifuga refrigerada marca Fisher (modelo PR-2)
Centrifuga Fisher (modelo 59)

Microscopio 6ptico (Leitz W # 532147)

Microscopio invertido ID 02 MT (Carl Zeizz)

Bafio de enfriamiento de O a 5°C. (Gibco)

Equipo de electroforesis horizontal (Gibeo)

Cémara de enfriamiento para electroforesis (Gibco)

Hegatoscopio (Phillips)

3.2.3.~ .REACTIVOS
Heparina: Como anticoagulante, (1000 u/ml} un volumen de 0.1~
ul por ml de sangre.
Solucién Hanks 10X
Solucién A: Disolver en 250 ml de agua destilada 3.5g de -
NaHCO3 distribuir en frascos de 50 ml, esterilizar a 15 11 -
bras por pulgada cuadrada.

Solucién B: Disolver en 80 ml de agua destilada los siguien--

tes reactivos:

NaCl (Bayer) 80 g
HC1 (Merck) a g
NaZHPOA—ZHZO (Baker) 0.6 g
Glucosa  (Baker) 10 I3
KH,PO, (Baker) 0.6 g
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Solucidn de FICOLL HYPAQUE

Ficoll 9% en agua destilada 12 partes

Hypaque 34% en agua destilada 5 partes

El hypaque es una solucién de diatrizoato de sodio 3,5 diaceta-
mida 2,4,6, triyodo benzoato de sodio en presentaciones al
80 y 75%. En el primer caso se diluye 1:1.47 (10 ml de Hypaque
al S50% y 4.7 ml de agua destilada), y en el segundo caso,
se diluye 1:2.1 (10 ml de Hypaque al 75% y 11 ml de agua

destilada). La densidad de la mezcla deberd ser de 1.076 a 1.078.

MEDIO RPHMI 1640

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) es un medio que consta

de 51 componentes de los cuales, contiene:

Sales Inorgénicas 8
Aminoacidos 20
Vitaminas 11
Diversos 12

Contiene L-glutamina y 25 mM Hepes, no contiene Bicarbonato
de sodio, ni rojo de fenol. pH a 25°C de 6.7 + 0.3, Osmolaridad
mOsm/KgH20 = 260 + S%.

Para un litro solucidn pesar 16.4 gramos del medio. Medir
950 ml de agua bidestilada. y desionizada en un matraz Erlenmeyer.
Afladir el contenido de un sobre del medio al agua que esté a una
temperatura de 15 a 30°C. Agitar suavemente hasta que se
disuelva el polvo por completo. Enjuagar el sobre varias veces.
Afiadir 2 g de bicarbonato de sodio, diluir al volumen deseado-

(1000 ml). Ajustar el pH 0.2, 0.3 unidades por debajo del pH de-
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seado. El pH aumenta de 0.1 a 0.3 unidades después. de su
filtracién. Usar NaDH o KCl 1IN para ajustar. El medio se
pondra claro. Mantener perfectamente tapado el matraz hasta
que se filtre. Esterilizar por millipore de 0.22 u y distri-~
buir en frascos estériles de 100 ml sellar con tapbn de
hule y retapa metilica, Guardar hasta su usc a 4°C.

Neuraminidasa Tipo VI

Diluir 10 u en 280 ul de solucidn de EDTA 0.2 M guardar

en alicuotas a -70°C,

3.2.4,~ PREPARACION DE LA COLUMNA
Pesar 50 a 70 mg de fibra de nylon, peinar y sumergir en
5 ml de solucién Hanks normal. Cortar un popote comin a
uta altura de 10 ecm y cerrar uno de los extremes formando
un @&ngulo de 45°, Empacar la fibra en el popote en una
forma laxa y uniforme, ocupando una altura de 5 com, cuidande
que no llegue al extremo cerrado, lavar una vez con solucidn
de medio precalentado a 37° C (con suero AB al 5%) e incubar
durante 5 minutos en forma horizontal. Hacer una oradacidn
en el extremo cerrado para permitir la salida del liquido.
Secar la columna de la estufa, eliminar el medic y proceder

a colocar la suspensidén de células HLA.

3.3 METODOLOGIA
3.3.1.~ SEPARACION DE LINFOCITOS TOTALES POR GRADIENTE DE FICOLL

HYPAQUE.

a.- Tomar 20 ml de sangre venosa heparinizada.
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Diluir la sangre con un volumen igual de solucidén balanceada con
Hanks normal.

Distribuir en 4 tubos de 13 X 100. 2.5 ml de Ficoll Hypague a ca-
da tubo.

Estratificar cuidadosamente la sangre diluida sobre el Ficoll.
Centrifugar a 1500 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Aspirar con pipeta pasteur la interfase formada por la capa
de linfocitos y pasar a 2 tubos de 13 X 100 mm.

Diluir el paquete de linfocitos con Hanks normal y centrifugar
a 1000 rpm durante 10 min. para eliminar plaquetas.

Descartar el sobrenadante y resuspender el paquete en 4 ml
de Hanks, distribuir por partes iguales en 4 tubos Fisher.
Centrifugar a 3,500 rpm 1 min.

Descartar 21 sobrenadante y lavar por centrifugacién 4 veces
a 1000 rpm un minuto.

Verificar que no haya plaquetas.

Hacer un lavado con medio RPMI resuspender en 1 ml de este

adicionado con suero humano, AB al 5%.

3.3.2.~ PURIFICACION DE LINFOCITOS DE T Y B POR COLUMNA DE NYLON.

a.—

Colocar los linfocitos previamente purificados por gradiente
de Ficoll Hypague en la columna de nylon, Inmediatamente después
colocar la columna en Pposicidén  horizontal y agregar medio
para evitar evaporacién.

Colocar 1a columna sobre un tubo marcado como linfocito T y

dejar escurrir el contenido.
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Lavar de 3 a 5 veces con alicuotas de 5 ml de medio RPMI que
contenga 0.5% de suero AB previamente como linfocitos B,
presionando y exprimiendo el nylon con los dedos.

Repetir el procedimiento 2 o 3 veces. Lavando con alicuotas
de 5 ml de medio al 0.5% de suero AB hasta que el medic salga
totalmente transparente.

Centrifugar las celulas T y B a 1500 rpm durante 5 minutos.
Descartar el sobrenadante y ajustar las celulas T a 2.5 X

106 /ml.

3.3.3.- PREPARACION DE MICROPLACAS Y TIPIFICACION DE ANTIGENOS CLASE

I Y CLASE II POR CITOTOXICIDAD.

En cada uno de los pozos de las cajas con antisueros colocar
1 ul de la suspensidén de celulas T o B.

Las cajas con los antisueros para clase I, se incuban durante
30 minutos y las cajas con antisueros para clase II, se incuban
una hora a 37°C, o a temperatura ambiente.

Agregar 5 ul de complemento de conejo a cada pozo.

Las cajas con antisueros para clase I se incuban durante una
hora y las cajas con antisueros para clase II, durante 2 horas
a 37°C.

Agregar 5 ul de solucidén de eosina a cada pozo, agitar en
vortex y dejar reposar de 3 a 5 minutos.

Agregar 5 ul de formalina.

Leer en un microscopio invertido de 250 aumentos y bajo 1la
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h.-

luz de contraste de fases.

y muertas,

Calcular el ndmero de células vivas

estas (ltimas se ven opacas grandes y planas,

al

haber sido dafiadas por la accién del complemento y penetradas

por el colorante,

y convexas. (figura 7)
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SISTEMA OPTICO MICROSCOPIO INVERTIDO

Zona con distancia
de imagen nfinita:
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st 3F]
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n o op! >
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) Prano de Oculsr,
Polatizador imagen iniermedia
Condensador

Plano de objeto

Objetivo Lente de tubo

* Corredera Optovar para variar los aumentos

* Analizador

* Objetos auxiliares

* (Correderas de CDI {contraste diferencial de interferencias)

* Reflector de epi-iluminacién 2FI para epi-fluorescencia

* Reflector de epi-iluminacién HD para contraste de epi-re

flexién
0 = campo oscuro

H = campo claro

38




3.3.4.~ TIPIFICACION DE MOLECULAS C4 POR LA TECNICA DE ELECTROFORESIS

1l.-

E INMUNOFIJACION.
Tomar 5 tubos vacutainer que contengan EDTA, y colocar 5 ml de -
sangre venosa en cada tubo.
Centrifugar a 2,500 rpm durante 15 minutos.
Aspirar el plasma con pipeta pasteur.
Dividir en alicuotas y congelar a ~70°C hasta su uso.
Diluir 10 U de enzima Neuraminidasa Tipo VI en 280 ul de solucidn
EDTA 0.2 molar, distribuir en alicuotas hasta su uso.
Une vez descongelados plasma y enzima adicionar 12 ul del
primero a 3.5 ul de la segunda, mezeclar bien y colocar sobre
un sistema de didlisis horizontal, durante 18 horas a 4°C

tapados para que no se sequen.

Preparar el gel de agarosa de la siguiente manera. Colocar
el marco de acrilico de 1 mm de grosor entre 2 vidrios y fijar
con clips, verter dentro de la solucidn de agarosa, para obtener
un gel de 1 mm de espesor, y guardar en refrigeracién hasta
su uso.

Retirar el vidrio superior y secar el gel con papel filtro
# 1, en el area donde se van a aplicar las muestras.

Colocar con aplicador una plantilla de mica con unas ranuras
donde se deposita la muestra.

Colocar en cada marquilla aproximadamente 15 ul de las muestras
dializadas y dejar que estas penetren el gel de agarosa hasta
que se sequen.

Colocar como marcador visual Hemoglobina S, lentamente.

Correr la electroforesis a un amperaje de 65 miliamperios
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constante durante 5 a2 6 horas, en un sitema de enfriamiento
para evitar que el gel se deshidrate. Terminada la electroforesis
retirar el gel y proceder a la inmunofijacidn.

m.- Diluir 300 ul de antisuero Anti C4 HUmano, en 1.7 ml de solucidn-
salina. Aplicar esta solucidn sobre el.gel a una distancia de 0.5
cm por debajo de la marca de hemoglobina. Dejar el gel en camara-
humeda durante 2 horas.

n.- Colocar scbre el papel filtro humedecido en solucién salina, enci
ma diez toallas de papel, un vidrio y un pesoc de 5 kilos. Dejar -
préservar durante 10 minutos.

©.- Retirar el peso y los absorbentes, para obtener una fina pelicula
de gel adherida al vidrio.

p.~ Lavar en solucidén salina durante tres dias o mis cambios si se re
quiere menor tiempo.

q.- A la semana siguiente lavar durante 15 minutos con agua corriente
de la llave.

r.- Secar con secadora de pelo.

s.— Tefiir con colorante azul de Coomasie durante 30 minutos.

t.~ Destefiir con mezcla de metanol, acido acético y agua hasta obte~
ner el mejor contraste.

u.~ Dejar secar el exceso de metanol a temperatura ambiente.

v.- Interpretar las bandas de precipitacién teniendo como referencia-
una muestra previamente tipificada por algiin Laboratorio de refe-

rencia. Ver modelo representado en la (Figura 6).

3.3.5.- TIPIFICACION DE LAS MOLECULAS FB POR LA TECNICA DE ELECTROFORESIS E
INMUNOFIJACION. .

a.- Tomar 5 ml de sangre venosa y colocar en un tubo vacutainer que -
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contiene EDTA 3K.

b.- Centrifugar a 2,500 rpm durante 15 minutos.

c.— OQObtener el plasma mediante aspiracidén con pipeta pasteur.

d.~ Guardar en alicuotas a -70°C.

e.~ Preparar el gel de agarosa, de la misma manera que se describe
para C4, sdélo que usando vidrios mas chicos, de 20.5 cm x
15 em.

f.— Seguir los pasos 8 y 9 para C4. =

g.-~ Colocar aproximadamente 20 ul de muestra Yy dejar penetrar
en el gel durante 15 minutos y después secar el exceso.

fi.- Colocar como marcador visual hemoglobina normal.

i.~ Correr la electroforesis a un voltaje de 350 voltios, constante
durante 3 horas.

j.~ Terminar 1la electroforesis y proceder con la inmunofijacién,
‘utilizandc anti FB.

k.- Proceder con los pasos 13 a 21 descritos para C4.

1.- Interpretar las bandas de polimorfismo teniendo como referencia

una muestra previamente tipificada por algin laboratorio de

referencia. (FIGURA 6}

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

En un estudio como este, el an&lisis estadistico es muy importante,
porque con €1 se pueden evaluar las diferencias entre las dos poblaciones
estudiadas; en este caso, los antigenos en los haplotipos sanos.

La prueba estadistica empleada es el andlisis de probabilidad llamado

chi2 que esta dado por la siguiente férmula: (67)
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- (ad + bc)2  (asbiced)
(atc) (bsc) (a+b) (c4d)

donde:

a: numero de haplotipos afectados, positivos para el marcador
b: nimero de haplotipos negativos para el marcador

c: nlmero de haplotipos sanos, negativos para el rarcador

a

nimero de haplotipos sanos, negativos para el marcador

Ejemplo.

Chi2 para el antigeno B39 en haplotipos afectados y en haplotipos

sanos, de familias estudiadas.

Afectadas con deficiencia de 21-OH:

a:7, b:41, e:l, d:44

X2 - (308-41)° (93)
(8) (85) (48) (45s)
x2 = 4.513
%% = cni?
P = 0.0033

P = Probabilidad
Tomar en cuenta las Chi2 3.8 y las P 0.05
Calcular el riesgo relativo para cada antigeno estad{sticamente signi-

ficativo, utilizando las siguientes férmulas:

RR = Riesgo Relativo
RR = _[{a) x__ f(c)

(b) x  {d)
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donde a: No. de haplotipos afectados con el marcador

b: No. de haplotipos afectados sin el marcador

c¢: No. de haplotipos sanos sin el marcador

d: No. de haplotipos sanos con el marcador
En el ejemplo anterior RR=7.5 considerdndose significativo por encima
de 1.
Para la fraccidn etioldgica utilizar la férmula:

RR - X

FE = (a)
RR

FE = Factor de enfermedad
En ejemplo anterior la FE = 0.1262 considerandose significativo entre

més se acerque a 1.

Para comprobar el caricter recesivo de la enfermedad y la segregacién
de haplotipos en hermanos afectados y sanos se utilizd la ley de equi-
librio de Hardy-Weinberg, la cual prueba:

a) Que independientemente de que tan raro sea el homocigoto para un
gen, la proporcién de los heterocigotos es sorprendentemente ele-
vada.

b) Que la frecuencia de los genes permanece inmutable a través del -
tiempo. (39)

Se establece cuantos hermanos afectados comparten 2, 1 o nigin haploti

PO ¥ cuantos hermanos comparten 2, 1 o ningin haplotipo con el hermano

afectado, y luego se c..cula Chi2 utilizando la siguiente férmula:

2 toi - Ei)?
Ei
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Una vez obtenida la Chia_ Buscar en las tablas la probabilidad, consi-

derandose significativas las P <0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO IV



4.1.~ RESULTADOS

Se estudiaron 19 familias de origen mestizo mexicano en las cuales habia -
desde uno hasta tres afectados por familia, con la forma virilizante
simple de la enfermedad, un total de 68: 43 asintomaticos y 25 enfermos.
(Cuadro XXIII) A todos ellos se les diagnosticd previamente como afectados
de Hiperplasia suprarrenal Congénita por deficiecia de 21-0H, variedad
virilizante simple, (excepto una familia, la No.ll en la que el afectado
era variedad perdedora de sal) mediante estudios familiares, clinicos
y hormonales, en los que se incluyen las mediciones de 17 hidroxiprogesterg
na, cortispl circulante en sangre, y 17 cetoesterdides en orina, ademis
de mediciones de todas las hormonas androgénicas. Estos estudios fueron
hechos por endocrindlogos expertos en la enfermedad, jefes de los respecti-
vos departamentos de endocrinologfa de los Institutos de donde provinieron
las familias estudiadas. La edad de los pacientes oscilé entre los 8
meses y los 43 aflos, Como grupo testigo, se tomaron los datos de un
estudio previo realizado en poblaci6én abierta mexicana. (20, 13, 53).

Las instituciones de donde provinieron las familias fueron:

Instituto Nacional de Pediatria de 5.S.A. (10 familias)

Hospital Regional 20 de Noviembre del I.S.S.S.T.E. {4 familias, una
de ellas Perdedora de sal). (Cuadro 4)

Hospital Francisco del Paso y Troncoso del I.M.S.S. {4 familias)

Y de cada una de estas familias se realizd un d&rbol genealdgico, en
donde las letras a y b corresponden a los haplotipos paternos, y
e, d, a los haplotipos maternos. Estos haplotipos fueron asignados en
base 2 las tipificaciones de todos los miembros de la familia. (Cuadros II
a XX)

En el cuadro # XXI, se muestran los haplotipos correspondientes a los



afectados, organizados de acuerdo al antigeno B y en orden creciente
del nimero del antigeno B. Asi mismo, en el (Cuadro. # XXII), se muestran
los haplotipos sanos ordenados de la misma manera.

En el {Cuadro XXIII), se muestran los resultados del andlisis de Chiz,
probabilidad, riesgo relative y fraccién etioldgica, para los alelos
que fueron estadisticamente significativos.

En el (Cuadro # XXIV), se muestran los resultados del anilisis para

el equilibrio de Hardy-Weilnberg y se sefialan los valores de P que fueron

significativos.
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CUADRO #1

DISTRIBUCION POR VARIEDAD CLINICA Y RASGOS

CLINICOS EN LAS FAMILIAS ESTUDIADAS

Def.Mixta 210H-110H
4
Hipertenss
4%
Pardedora de sal
4%

Virtiizante simple
88 %

VARIEDAD CLINICA

Clftoris
8%

Ciftoris/Vaglina

36 % Ureter
4%

Hipaftensidn

4%
AR Desconocido

Ovarlos/Utero

4% 20%

RASGOS CLINICOS
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CUADRO # IT FAMILIA # 1
HOSPITAL FRANCISCO DEL PASO Y TRONCOSO

asb ¢/d

O

ak a/c ale b/d
a. A28 B60 Bwb Cw- DR4 DRwS53 DQw3 S 3 0
b. A25 B52 Bw4 Cw3 DR2  DRw- DQw- F 3 1
c. A28 B62 Bwé Cw3 DR8 DRw52 DQw- S 4 2
d. A28 B35 Bwé Cwé DRS DRw52 DQw- F 0 1

CUADRO # IIT FAMILIA # 2
HOSPITAL 20 DE NOVIEMBRE

a/b e/

@
©

azd a/d b/sc b/c

FB C4A C48B
a. Az B5t Bwd Cwd DR4 - DRw53 DQw3 F 3 0

b. A3l B58 Bw8 Cw2 DR~ * DQwl S 3 0

* NO PRESENTO ESE MARCADOR

NOTA: Se tiene certeza de los antigenos mas no de los haplotipos
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CUADRO # IV

a. A24 -8
b. A- 813
c. A2 B39
d. A28 B60

a/b

O

a/c bsd

a/c

Bw-
Bwé
Bwb
Bwb

FAMILIA # 3
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

Cw-
Cw-
Cw-

Cw3

c/d

DR1
DRS
DR2
DRA

* NO SE PRESENTO ESE MARCADOR

CUADRO # Vv

FAMILIA # 4

" INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

c. Az2d 857
d. A2 B6O

a/b

>

DRw53
DRwb2
DRw53

c/d

D

a/c

Bw6
Bwb
Bwid
Bw6

Cw~
Cwl
Cw3

Cw~

DR7
DR8
DR2
DR4

49
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alc

b/d
DRwS3
DRwS2

DEwS3

DQwi
DQw3
DQuw-
pQw3

DQw3
DQw-
0Qwit
DQw3

-

" v W B

-

“vi » o o

C4A C4B
3 1
0 1
0 1
3 1

C4A (48
3 1
1] 1
[ 1
3 1



CUADRO # VI

FAMILIA # 5

INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

a. A28 B61

a/b

c/d

TO

b. Se desconoce

c. A24 B35

d. A32 B13

a/c
Bwb Cw-
Bwb Cw3
Bwéd Cw2

* NO SE PRESENTO ESE MARCADOR

CUADRC # VII

FAMILIA # 6

INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

a. A2 B27
b. A- 818
c. A26 B38
d. A28 B52

a/b

D

b/c

Bwé Cwi
Bwb Cw7
Bwé Cw-
Bw4 Cw-

ak
DRS DRW52
DR7 DRwS3
DR? .
c/d

a/d
DR3 DRw52
DRw6 DRw52
DR4 DRw53
OR- DRw52

DQw-

0Qw1
DQw1

DQw3
DQw i
DQw3

DQw-

FB

S

S
F1

wnw

w

C4A
0

W o W e

LA LT U

C4B
1

@«



CUADRO # VIITI FANILIA # 7
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

a’b c/d
a/c
FB C4A C4B
a. A3 87 Bwé6 Cw?7 DR4 DRw53 DQw- S 0 1
b. A2 B35 Bw4 Cwd DRw8 DRw52 DQw1 S 3 0
c. A2 B13 Bwd Cw2 DRw14 DRw52 DQw- S 3 1
d. A- 87 Bwé Cwéd DRY DRwS3 DQw3 S 0 1

CUADRO # IX FAMILIA # 8
INSTITUTO MACIONAL DE PEDIATRIA

a/b c/d

@

b/d a/c

B C4A C4B
P

a. A23 B49 Bwé Cw- DR2 . DQwl NP NP

F
N

b. A2 B48 Bw6 Cw- DRw8 DRw52 DQwi S 3 1

c. A3 B44 Bw4 Cw- DR4 DRw53 DQw- S

d. A23 BS1 Bw4 Cw2 DR7 DRwS53 DQw3 F

* NO SE PRESENTO ESE MARCADOR 51



CUADRO # X FAMILIA # 9
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

a’/b c/d
a/c
fB C4A (4B
a. A24 B35 Bw6 Cwid OR4 DRw53 DQw- S 0 1
b. A2 B42 Ba6 Cwi DRwi4 DRw52 DQwi S 3 1
c. A2 B44 Bwa Cw3 DRw8 DRw52 DQw1 S 3 1
d. A3 B13 Bwd Cw- DR2 - bQw3 F 3 1

* NO SE PRESENTO

CUADRO # XI FAMILIA # 10
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

a/b c/d

a

FB C4A C4B
a. A3l B62 Bw6 Cwt DR7 DRwS3 DQw2 S 3 1

b. Se desconoce
c. A24 B35 Bw6  Cwd DR2 . DQw2 S 3 1
d. A- B39 Bw6 Cw7 DR-  DRw- DQw2 S 3 1



CUADRO # XII
HOSPITAL 20 DE NOVIEMBRE

a. A25

b. A24

c. A3
[

d. ' A25
L

FAMILIA # 11

a’/b

a/c

UNICA FAMILIA PERDEDORA DE SAL

CUADRO # XIII FAMILIA # 12
HOSPITAL 20 DE NOVIEMBRE

a, A24
b. A28
c. A36
d. A28

B35
BS7
B39
B3S

a/b

Bwb

c/d

b/esd
Cw2 OR4 DRw53
Cw- DR1
r
Cw7! DRwSB DRwS2
Cw3 DR2 DRw-
c/d

Cw7
Cwb

*+ NO SE PRESENTO ESE MARCADOR

53

D

bsd

DRw8
DR3
DR4
DR2

DRwS2
DRw52
DRw53

DQwt
DQw2
DQw3
DQwt

-

C4A C4B
3 1
0 2
0 3!
4 2



CUADRO #-XIV  FAMILIA # 13
HOSPITAL 20 DE NOVIEMBRE

a/b e/d
a/c
FB C4A (48
a. A23BSt » Bwé Cw2 OR1 * DQw! F 3 1
b A~ B44 Bw4 w4 DR7 DRw53 DQw3 F 4 2
c. Al B62 Bw6 Cwb DR4 DRw53 DQw3 F 0 1
d. A2 B51 Bwd Cwa DR1 . DQw1 S 4 2
* NO SE PRESENTO ESE MARCADOR
CUADRO # Xxv FARILIA # 14
INSTITUTO MACIONAL DE PEDIATRIA
a/b c/d
a/e
FB C4A C4B
a. A26 87 Bw6 Cw7 OR4 DRw53 DQwW1 F ] 1
b. Se desconoce
c. A28 860 Bwé Cw- DR3 DRw52 DQw3 F 3 1

d. A23 857 Bw4  Cw3 DR2 . DQw1 NP 4 2



CUADRO # XVI

FAMILIA # 15

HOSPITAL FRANCISCO DEL PASO Y TRONCOSO

a, A24 860
b. A2 B50
c. A24 B47
d. A28 B45

a/b ¢/d
a/c
Bw6 Cw- DR4 DRwS3
Bw- Cw- DRw6 DRw52
Bwéd Cw- OR1 M
Bwé Cw- DR4 DRw53

CUADRO # XVII FAMILIA # 16
HOSPITAL FRANCISCO DEL PASO Y TRONCOSO

a. A28 B61

a/b c/d

HD

b. Se desconoce

c. A2
d. A3

B44
B63

a/d a/c
Bw6é Cw3  DR2 .
Bwé Cw5 DR1 d
Bw4d Cwb OR7 DRw53

55

FB Cc4

DQw- S 3
DQw3 S 0
* S 0
DQw3 S 3
FB C4A

DQwt S 2

DQw! S 3
bQw3l F 2

c4s8
1

cas
1



CUADRO # XVIII FAMILIA # 17
HOSPITAL FRANCISCO DEL PASO Y TRONCOSO

OO

a/d a/d a’/c¢ a/d

a. At B62 8wb Cw3 DR9 DRwS3 DQw3 S g 1
b. A9 B44 Bwé Cw- DR7 DRw53 DQw- St 3 1
c. A28 B62 Bwb Cwi DR4 DRw53 DQw3 S 3 1
d. A1t B35 Bw6 Cwé DR1 * DQw1 S 3 1

CUADRO # XIX FANILIA # 18
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

o/b c/d

/Aan )

a/d o/c a/d a/d
FB C4A (48
a. A- B39 Bw6 Cwl DRI . DQw1 S 3 1
b. A36 B58 Bws (Cw- DR7 DRw53 DQw3 S 3 1
c. A2 B840 Bwé (w3 DR-  DRw- DQw3 S 3 1
d. A- B44 Bw4 Cwd DRw8 DRwS2 DQw3 S 4 2
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CUADRD # XX FARILIA # 19

HOSPITAL 20 DE NOVIEMBRE
a/b c/d

i

a/c

a. A23 B39 DR3
b, A2 BS DR8
c. A28 B8 DR4
d. A- 88 b

NOTA: Los demds antfgenos no se tipificaron
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CUADRO # XXI

HAPLOTIPOS AFECTADOS

{Ordenados segin locus B)

ANTIGENOS
ernanos

FAM A B B Cw DR Deu  FB  Can  Cap hormenos
14 A26  B7 Bw6  Cw3 DR4 DQwl F o 1

7 A3 B7 BwE Cw7 DR4 Dgwl 1 Q i

7 A2 B13 Bwa Cw2 DR4 DQwl s 3 1

[ A~ B18 BwE CW7 DR6 DQwl £ 3 2

12 A24 B35 BwE Cw4 DRw8 DQwl NP NP NP

19 AZB B35 NP NP NP NP ne NE NP

9 A24 B35 BwE Cw4  DRA DQw~ S o 1

10 A24 B35 Bwb Cwd  DR2 DGW3 S 3 1

5 A24 B35 Bw6 Cw3  DR7 Qw3 § 3 1 (2
6 A26  B38 Bwd Cw~ DR4 Dw3 S 4 2

19 A23 B39 NP NP DR3 NP NP NP NP

4 A32 Ba3s Bw6 Cw~  DR7 oQw3 E] 3 1 (2)
3 A2 B39 Bw6  Cw- DR2 DOw~ 8§ <] 1 (2)
18 A- B39 Bwb Cw~ DR DQw- S 3 1

12 A36 B39 Bwb Cw7 DR4 DQw3 NP NP NP

13 A2 B40 Bw6 Cw3  DR- DQwd S 3 1

9 A2 B4s Bw4 Cw3 DRwB  DQwil 8 3 1

16 A2 Ba4 Bwa CwS DRl DQw- S 3 1

15 A24  B47 BwG Cw~ DRl DQw- S ] 1

8 A2 B48 Bw6n  Cw~ DRw8  DQw- s 3 1

13 A23  BS1 Bws Cw2 DRl pgwl F 3 1

8 A23  B51 BWA cw2  DR7 pQwa  F 3 o

2 A2 B51 Bwa €wa  DR4 DQw3 S 3 [+ (2)
4 A24  B57 Bwa cw3  DR2 Dwi 8 [¢] 1 (2)
2 A31  ps8 Bw4 Cw2 DR~ DQw- S 3 [¢] (2)
1 A28  BEO Bwb Cw~  DR4 DQw3  F 3 (4] (3)
14 A28 B6O Bw6 Cw~ DR3 DQu3 S 3 1
15 A24  BBD Bw6 Cw- DR4 Ox- 8 3 1

5 A28 B61 BWE Cw~ DRS DQw- S [ 1 (2)
16 A24  B61 Bw6 Cw3  DR2 DQwl S 2 1

1 A28 Be2 Bw6 Cw3 DRwE DpDQw- 8 4 2 {3)
10 A3l BB2 Bw6 cwl  DR7 pQw3 S 3 1

17 A28 B62 BwB Cwl DR4 DQw3 S 3 1

17 Al B62 Bw6 Cw3  DR9 DQw3 § 3 1
13 AL B62 BWG Cw6  DR4 DQw3 F [¢] 1
3 A24 B Hw~ Cw- DR1 DQwi S 3 1 (2}
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CUADRO # XXII

HAPLOTIPOS SANMOS
(Ordenados segln Locus B)

ANTIGENOS
FAM A B Bw Cw DR DQ FB C4A C4B  Hermanos
afectados

13 A2 BS NP NP NP © NP NP NP NP

7 A~ B7 Bw6 Cwa DR9 DQwW3 § o 1

19 A~ Bw8 NP NP NP NP NP NP NP

15 A28  B4S5  Bw~ Cw- DR4 DQw3 S 3 1

3 A- B13 Bwa Cw~ DR® DQw3 S o 1 (2)
9 A3 B13  Bw4 Cw~ DR2 DQu3 F 3 1

5 A32 B13  Bwd4 Cw— DR1 DQwi F 3 1

15 A2 B50  Bw~ Cw- DR6 DQw3 S [¢] 1

6 A2 B27 Bwa Cwl DR3 DQw3 S 4 2

1 A24 B35 Bwb Cwd DRS DQw- F 0 1 (2)
12 A28 B35 Bw6 Cwé DR2 DQW1 NP NP NP (2}
17 All B35 Bwb Cwd DR1 DQwl S 3 1

7 AR B35  Bw6 Cwa DRw8 DQwl § 3 1

10 A- B39  Bw6 Cw7 DR~ DQw- S -3 1

9 A2 B42  Bw6 Cwl DR14 DQwl S 3 1

8 A3 B44  Bw4 Cw~ DR4 Dowl S 3 1 (2)
13 A- B44  Bw4 Cwa DR7 DQw3 F a 2

17 A9 B44  Bwd Cw- DR7 DQw- S1 3 1

8 A23 BA9  Bwa Cw- DR2 DQwl NP NP NP (2)
13 A2 B51 Bw4 cwa DR1 DQwl D 4 2

1 .A25 BS2 Bw4 iCw3 DR2 DQw- F 3 1 (2)
6 A28 B52 Bwa Cw- DR~ DQu~ F1 3 2

12 A28 B57 Bw4 cw5 DR3 DQw3 NP NP NP (2)
14 A23 B57 Bwa cw3 DR2 DQwl NP 4 2

18 A36 BS8 Bw4 Cw- DR7 Dqw3 S 3 1

4 A2 B60 Bw6 Cw~ DR4 DQw3 S 3 1 (2)
4 A24 B62 Bw6 cwl DRwS DQw- S [ 1 (2)
3 A28 B60 Bwé Cw3 DR4 DQw3 S 3 1 (2)
16 A3 B63 Bw4 cw6 DR7 DQw3 F 2 1 (2)
18 A~ B44  Bwa cwa DRwB DQu3 S 4 2 (2)
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CUADRO # XXIII

DISTRIBUCION DE ALELOS Y HAPLOTIPOS EN CROMOSOMAS AFECTADOS Y SANOS DE
PACIENTES CON HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA, VIRILIZANTE SINPLE

NARCADOR HAPLOTIPOS HAPLOTIPOS
X2 P RR FE
MHC ENFERMOS SANOS

A24 12/48 4/45 4.232 0.04 3;41 0.17
B39 7/48 1/45 4.513 0.03 7.5 0.12
B61 3/48 9/45 2.906 0.08* 3.0 0.04
B62 7.48 2/45 2.906 0.08* 3.65 0.10
DR4 13/48 8/45 1.572 0.20* 1.60 0.11
FBS 38/44 26/36 3.50 0.05 3.00 0.59
C4BD 8/44 0/37 7.46 0.006 nC Ne
C4A3BO 8/44 0/37 7.46 0.006 Ne NC
530 7/44 0/36 6.27 0.012 NC NC
Significado : X° = cHr? Ley de Equilibric de Hardy-Weinberg

P = Probabilidad

RR = Riesge Relativo

FE = Fraccién Etiolégica

NC = No Calculable

* = Probabilidades mas altas
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Haplotipos enfermos de afectados
con el marcador MHC.

% de afectados con este marcador

A24 830 B61 862 DR4 FBS C4BO C4A3BO 830

W8 MARCADOR MHC

62



CUADRC # XXIV

HAPLOTIPOS COMPARTIDOS ENTRE HERMANOS SANOS

LEY DE EQUILIBRIO DE HARDY WEINBERG

TIPO DE HERMANOS HAPLOTIPOS COMPARTIDOS
2 1 0
N (%)
Obs. 11(100) 0.0 (0) 0.0 (0)
AFECTADOS 11
Esp. 2,75 (25) 5.5 (50) 2.75 (25)
Obs. 0.0 (0) 6.0 (46.15) 7.0 (53.84)
SANOS 13
Esp. 3.25 (25)] 6.5 (50) 3.25 (25)
X2 24,75 0.038 4.326
P 0.00002 NS 0.038

NS: No significativa
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4.2 DISCUSION

Este es el primer estudio donde se investigan los productos del Complejo
Principal de Histocompatibilidad en la deficiencia de 21-0H en poblacidn
mexicana. Por este motivo, inicialmente la idea era realizarlo solamente
en pacientes afectados por la forma perdedora de sal, ya que esta es
la forma mis severa de la enfermedad, y sobre la cual se cuenta con
informacién caucdsica en general, se2 han llevado a cabo en esta forma
de la deficiencia. (9, 23, 28, 34, 38, 42, 58)

Desafortunadamente s6lo se encontré una familia afectada con esta forma
clinica, ¥ por ello se decidié continuar el estudio en familias de pacien-
tes afectados con la forma clisica virilizante simple. Cabe mencionar
que se desconoce tanto la incidencia como la prevalencia de la deficiencia
en la poblacién mexicana y el hecho de que todos excepto una familia
eran de la variedad virilizante simple, sugiere gue ésta debe ser la
forma prevalente en México, Ademds el 52% de las familias provienen
del servicio de endocrinolegia del Instituto Nacicnal de Pediatria.
Es interesante seflalar que el ntmero de casos nuevos por afio ahi es
de 6 a 8 ¥y que aproximadamente el 40% de los pacientes son de la forma
perdedora de sal, cifra gue concuerda con lo informade en tede el mundo. De
las 18 familias estudiadas, con la forma virilizante simple, se obtuvieron
36 haplotipos afectados y 30 haplotipos sanos, los cuales se organizaron
de acuerde a los antigenos del locus B, por ser estos genes, los més
cercancs a los genes para la 21-0H, ademas de ser los que tradicionalmente
se han asociade a la enfermedad en otras poblacienes, por su cercania
con el verdaders gen de la deficiencia.

Los antigenos B39, B61 y B62, se encontraron en una alta frecuencia

en los haplotipos afectades comparativamente con los hapleotipos sanos
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sin embargo, al aplicar el andlisis estadistico de evaluacién con la
prueba de probabilidad Xz. para comparar los haplotipos afectados contra
los sanos de las mismas familias, el tnico que resultd ser estad{sticamente
significativo fue el B39. Esto contrasta con lo encontrado en la poblacidn
caucdsica en general, donde el antigeno asociado a esta forma de 1la
enfermedad es el Bw5l. (22) M&s alin, en diversos estudios se ha encontrado
que el B47 y B60 se hallan en la variedad virilizante simple y en la
perdedora de sal mientras que B51 y Bl4 se hallan elevados en la virilizan-~
te simple en caucasoides de Estados Unidos y de Yugoslavia, mientras
que el 527‘ se encuentra en pacientes de origen italiano. {1, 23)

Por el contario, el B8 estd asociado negativamente con la enfermedad.
(20, 22) Los resultados de este estudio concuerdan con los hallazgos
en mestizos venezolanos, {37), en los que ha pesar de haber sido hecho
con perdedores de sal, los antigenos B39 y B62 fueron prevalentes. Comparan
do los resultados de este estudio con los resultados del estudio mencionado
y realizado en poblacién venezolana, (37), se ve que el antigeno que
para nosotros estd asociado con la forma virilizante simple de la enferme-
dad, el B39, es el que para ellos estd asociado a 1la forma perdedora
de sal. (37)

Sin embargo, en la misma poblacién y en la variante virilizante simple,
se encuentran con cierta frecuencia los mismos antigenos encontrados
en este estudio y son: B39, B44, B48, B62. Esto muestra que es indispen-
sable determinar el ligamiento de cada grupo étnico pues no es vialido
extender resultados de un grupo racial a otro. Por otro 1lado también
es interesante mencionar que el Bw8 como indica el (Cuadro XXII), no
esta presente en ninguno de los pacientes, pero si existe en uno de los

sanos. Esto sugliere también una asociacién negativa con B8 y la enfermedad
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en los mestizos mexicanos, aunque no debe olvidarse que la frecuencia
del B8 en esta poblacién es menor que en otras poblaciones de origen
caucasoide.(13)

La frecuencia significativamente alta del B33, C4BO, C4A3BO, y S30 demues~
tra que estos son los alelos mds ligados a la enfermedad en la poblacidn
mexicana. Marcando asi{ el riesgo relativo elevado para B39, B61, Bs&2,
FBS (7.5, 3.0, 3.65 y 3.00) y la ausencia total de C4BQ, C443B0 y S30
en los sanos, aunque el RR (riesgo relative) no pude ser calculado por
los ceros presentes, indica que estos alelos o combinaciones son los
que més segregan con la HSC {VS) y por lo tanto son los marcaderes de
riesgo mas probables en mexicanos, no obstante, la fraccidn etioldgica
baja para cada uno de ellos {(0.12, 0.04, 1.10 y 0.59) confirma que estos
no son los marcadores de la suceptibilidad responsables, ya que mientras
la fraceidén etioldgica mids se acerque a 1, significa que la enfermedad
se debe al marcador. En este caso ya estid demostrado que el marcador
es de 21~0H y los cilculos de este trabajo lo muestran claramente.

No se encontrd ninguna asociacidn entre los antigenos del 1locus B ¥y
el locus DR, pero sf entre los loci FB y €4, pués el complotipo S30
se halla significativamente elevado (P=0.012). (Cuadro XXIII)

La frecuencia de alelos nulos en C4B dentro de los haplotipos afectados -
comparada con los haplotipos sanos de las nismas familias resultd ser
elevada, con una P de 0.006, siendo esto consistente con lo reportado
en poblacién caucésica, y confirmando el hecho de que posiblemente

se pierde el fragmento completo del cromosoma, donde se encuentran los
genes C4B y 21-0HB. (58) aunque algunos autores han reportado recientemente

que no necesariamente es una delecidn, sino que el gen de C44, {42,

46, 29). AGn més, ninguno de los sujetos sanos es portador del alelo
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nulo C4B como se observa en el (Cuadro XXII), en cambio el C4A0 esta
‘presente en 5 haplotipos sanos y en 8 haplotipos afectados, lo que también
confirma que el C4A no tiene ninguna relevancia, pues la delecién de
éste probablemente junto con 1la 21-OH, no implican 1a funcionalidad
como se sabe bien para el gen A de 21-0H. (29)

Hay que sefialar que la mutacidn européa de los genes 21~0H que llevan
los alelos BS1 y Bl4 no parecen haber sido introducidas en mestizos
mexicanos pues ninguno de los afectados es portador del Bl4 y no es
extraifia la frecuencia de B51 tanto en enfermos como en sanos ya que
es un antigeno frecuente en mexicanos (FA=17.0). (13, 54)

El hecho de que se hayan encontrado con cierta frecuencia varios antigenos
del locus B dentro de los haplotipos afectados no es extrafio, dado que
el responsable de la deficiencia es en realidad el gen 21-0H por si
mismo, fendmeno que ha sido informado en estudios relizados en poblacién
italiana y japonesa (1, 28), en donde no sélo se plantea el hecho de
que la enfermedad no tiene necesariamente ligada a un antigeno B determi-
nado, sino también puede deberse a la pérdida del gen 21-OHB o a maltiples
recombinaciones, conversiones génicas, y quizd también en mutaciones
puntuales que hagan que la enzima se exprese y que sea poco funcional:
La desviacién significativa del equilibrio genético en cuanto a la ley
de Hardy-Weinberg, (Cuadro XXIV) indica sin duda alguna que la enfermedad
'es recesiva. Asi mismo es importante sefialar que los hermanos sanos
también comparten 2 haplotipos menos de 1lo esperado, y no comparten
ningin haplotipo mas ni uno menos de lo esperado con lo que se confirma
que los diversos alelos estan implicados en la falta de ligamiento al
gen 21-0HB deficiente.

Es importante enfatizar que en las familias 16, 17 y 18 (ver A&rboles
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genealégicos) se encontraron 7 hermancs sanos, portadores heteracigotos.
No se encontrd un niimerc mayor, el cual era de esperarse, debido a que
hubo algunas familias con hermanos sanos a los cuales fué imposible tipifi-
car. Esto posiblemente habria hecho que el nimero de portadores heteroci~
gotos fuera mayor. Esto es relevante ya que significa gue si por azar,
dichos individuos tienen descendientes con una pareja que también sea
heterocigota para el gen de la deficiencia, 21-OHB, las probabilidades
de tener hijos afectados se incrementan enormemente. En estos casos
es importante el diagndstico prenatal de la enfermedad, para evitar
que estos ‘nazcan con la deficiencia se les aconseja que recurran a Consejo

genético.
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CONCLUSIONES

CAPITULO V



ESTA TESIS NO DEsE
SUIR DE LA BiBLIOTECA

CONCLUSIONES
i.- Este ha sido el primer trabajo que estudia la asociacidén y ligamiento

HLA con la deficiencia de 21-0H en poblacidn mexicana.

2.~ De las 18 familias estudiadas, afectadas con la forma virilizante
de la enfermedad, se obtuvieron 36 haplotipos afectados y 30 haploti-

pos sanos.

3.~ Los antigenos que dentro de los haplotipos afectados se encontraron

con mayor frecuencia fueron: A24, B39, B51, B61, B62, DR4, FBS,

C4A3, C4BO, siendo estadisticamente significativos dnicamente:

A24, B39, FBS, C4A3, C4BO.

4.- HRo se encontraron combinaciones en desequilibrio de enlace de antige- i
nos del locus By los del locus DR que fueran estadisticamente signi

ficativos. H

5.~ Los fdnicos antigenos gque se encontraron asociados entre si como

haplotipos fueron: FBS, C4A3C4BO.

6.,- De acuerdo a los puntos 3 y 5 se puede concluir que los alelos
comprometidos con la enfermedad en esta poblacidén son: B39, FBS,

C4A3, C4BO,

7.- Se confirmo el cardcter autosdmico recesivo de la enfermedad, mediante
el célculo con la ley de equilibrio de Hardy-Weinberg, La cual

mostrd que todos 1los hermanos afectados, (11 de 11), comparten



10.-

11.-

los dos haplotipos (P=0.0002), 13 hermanos sanos, 7 no comparten
ningin haplotipo con los afectados, (P de 0.038) 1lo que indica

que hay marcadores que se asocian negativamente con la enfermedad.

El factor de riesgo para esta enfermedad es muy elevado para las
personas con el antigeno B39, (RR=7.5) y FBSC4A3C4BO, el (RR=7.68)

y C4BO, (RR=9).

El caso afectado con la forma perdedora de sal resultd ser una
recombinacién y la porcién del haplotipo que lleva su hermana no

afectada contiene al B8, (antigeno que nunca aparece en enfermos).

Los del locus B involucrados son semejantes a los de mestizos venezola
nos pero probablemente prevalecen por derivacién genética y las
mutaciones del gen deficiente deben haber sido cercanamente a lo espe-

rado.
Se encontraron 7 portadores sanos en 3 familias. Por lo que es con

veniente que sus parejas sean estudiadas en el momento oportuno para-

evitar el riesgo de gestar descendientes con la misma deficiencia.
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