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Resumen

La hiperplasia congénita de suprarrenales, por déficit en la 21 hidroxilasa, es un disturbio metabdlico que
se hereda como un caracter autosémico recesivo. Recientemente Dupont y colaboradores han
demostrado una estrecha ligadura entre hiperplasia congénita de suprarrenales y el complejo HLA.

Nosotros hemos estudiado 9 familias de origen francés, en las cuales los grupos HLA fueron
determinados, asi como otros marcadores genéticos localizados sobre el cromosoma 6. En 8 de ellas,
los hallazgos son semejantes a los ya publicados en la literatura, pero en una familia hemos encontrado
un paciente portador de una hiperplasia congénita de suprarrenales, quien tiene un hermano idéntico por
los grupos HLA —A, B, C, D, Dr y Bf (Factor activador de la properdina), y que no porta el déficit de la 21
hidroxilasa. Las posibles explicaciones de este hecho se discuten.

Esta ligadura es importante porque abre nuevas probabilidades para la deteccion de los portadores al
estado heterocigoto, asi como también el diagndstico antenatal de esta enfermedad. (Rev. Cost. Cienc.
Méd. 1982, 3(1):] —12).

Introduccioén

La etiologia de la hiperplasia congénita de suprarrenales es, en 95 por ciento de los casos, un déficit en
la enzima 21 hidroxilasa, que actda a nivel de la zona fascicular suprarrenal, catalizando el paso de la 17
hidroxiprogesterona a 17,21 dihidroxiprogesterona. A la vez actlia, en la capa glomerular de la glandula
para intervenir en el paso de progesterona a 21 hidroxiprogesterona.

El blogueo enzimatico produce principalmente un déficit de glucocorticoides (cortisol) y de
mineralocorticoides (aldosterona). Provoca un aumento en la sintesis de hormonas androgénicas
responsables de la virilizacion del feto femenino “in Gtero”, que se manifiesta como una ambigledad
sexual o por excesiva masculinizacién fetal (10).

En dos terceras partes de los casos, el déficit en la sintesis de la aldosterona conduce a una pérdida
salina urinaria; en un tercio de los casos esta pérdida no es aparente.

La enfermedad se hereda en forma autosémica recesiva, siendo su frecuencia muy variada. En
Alaska, Hirschfeld (9) reporta que 1/490 recién nacidos vivos portan la forma severa. La frecuencia mas
baja es reportada por Chield en Maryland, de 1:67.000. Otras frecuencias citadas por Werder (24) se
resumen en la Tabla 1.
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La frecuencia de los heterocigotos es igualmente variable, va de 1/11 hasta 1/128 (Tabla 1), pero para
poder conocer una frecuencia real de esta alteracion metabdlica, es necesario efectuar un programa de
diagndstico sistematico precoz. Esta posibilidad ha sido sugerida por Pang (18), en 1977, quien describe
la técnica de dosificacién de la 17 hidroxiprogesterona en gotas de sangre seca sobre papel de filtro, que
dar& el diagndstico en forma temprana y sistematica.

En 1977 Dupont et al. (5) demostraron en 6 familias con mas de 2 hijos afectados de este déficit, la
existencia de una ligadura muy estrecha entre “el” o “los genes” responsables del déficit en 21
hidroxilasa y el complejo mayor de histocompatibilidad (HLA). En este estudio se demostré que la
segregacion de estos genes se hace en conjunto con el locus HLA B y dicha ligadura ha sido analizada
por medio del método de “scores”, descrito por Morton en 1955 (17).

Estudios posteriores (2, 4, 7, 11, 12, 15, 16, 21, 23, 26, 28) han corroborado estos resultados y han
permitido localizar el gene responsable de este déficit en la region del sistema HLA, sobre el brazo corto
del cromosoma 6 entre el locus HLA B y el locus de la glioxalasa 1 (GLO 1).

Esta ligadura entre la hiperplasia congénita de suprarrenales y el sistema HLA ha abierto la posibilidad
de detectar a los portadores del estado heterocigota dentro de estas familias, asi como de encontrar
formas no diagnosticadas clinicamente (27)

El diagnostico prenatal de esta enfermedad es posible a la 16a semana de gestacién, por medio de la
identificaciéon de los antigenos HLA sobre las células cultivadas de liquido amniético, que permitira
identificar “in Gtero” los portadores del déficit enzimatico, asi como los nifios sanos (3, 6, 13, 19, 20).
Seran los padres con un hijo enfermo los que decidiran la conducta a seguir en cada caso. Esto amplia
las posibilidades del consejo genético en estas familias afectadas.

A pesar de los estudios efectuados, quedan todavia algunos puntos oscuros sobre el conocimiento
clinico y bioldgico de esta ligadura, lo cual nos ha motivado a efectuar nuestro estudio y comunicar
nuestra experiencia.

Material y métodos

Se estudian 9 familias de origen francés compuestas por 41 miembros sin antecedentes de
consanguinidad reconocidos.

El grupo esta formado por 11 nifios portadores del déficit de 21 hidroxilasa y cuyo diagndstico ha sido
comprobado por dosificacién hormonal.

Ademas fueron estudiados 17 progenitores, heterocigotos “obligados” del déficit enzimatico y 13
hermanos sanos.

Entre los 11 enfermos, 6 son de sexo femenino y 5 de sexo masculino, 9 de ellos tienen una forma
clinica severa, con pérdida de sal y 2 pacientes con la forma leve, sin pérdida de sal aparente.

Marcadores genéticos estudiados sobre el cromosoma 6

1. La determinacion de los grupos HLA, A, B, C, fueron efectuados a los 41 miembros
de las 9 familias de este estudio y se realizé en linfocitos de sangre periférica, por el
método de linfotoxicidad (22). En 3 familias se determind el grupo HLA, Dr, y en 4



hermanos se efectuaron cultivos mixtos de linfocitos, para determinar la identidad antigénica.
En total se utilizaron 106 antisueros, de los cuales 58 eran especificos, el resto eran poliespecificos y
del locus HLA, Dr.

2. El fenotipo del factor B de la properdina fue determinado por la técnica de electroforesis sobre gel de
agar, a alto voltaje seguido de inmunofijacion segun el método de Alper y Johnson (1).

3. Dosificacion del Factor Bf.
Fue efectuada por un método nefelométrjco con precipitacion de complejo anticuerpo Bf y la proteina
Bf por el polietilenglicol (8).

4. Funcion suprarrenal. Pruebas de estimulacion
En 2 familias con un nifio enfermo y con un hermano idéntico por los haplotipos HLA, A, B, C, una
prueba de estimulaciéon a la ACTH (Synacthene®) se hizo para demostrar la reactividad de la
glandula suprarrenal, por medio de una prueba corta, siguiendo el protocolo del servicio B de
pediatria del Centro Hospitalario Universitario de Nancy, que usa una dosis de ACTH de 0,25 mg/m?
dada en inyeccion intramuscular a las 8 horas am. Se toma una muestra de sangre en tiempo cero y
una segunda muestra a los 60 minutos después de iniciada la prueba. Se efectu6 la dosificacion
hormonal de 17 hidroxiprogesterona testosterona, cortisol, dosificaciones con las técnicas de
radioinmunoensayo respectivas.

Resultados

La familia Gu ... con 3 hijos, todos enfermos con hiperplasia congénita de suprarrenales presentan sus
3 hijos una constitucion HLA idéntica entre ellos, al contrario en la familia Cor ... que posee 2 hijos, una
nifia enferma y un hijo sano, se encuentra que la constitucion HLA es diferente en ambos nifios (Fig. 1-
A).

En 3 familias Des ..., Fol ..., Les ..., todas tienen solamente un hijo enfermo, y cada uno de sus
hermanos porta un haplotipo HLA en comln con el paciente, lo cual los convierte en portadores
heterocigotos del gene deficitario de la 21 hidroxilasa. Grosse-Wilde (7) y Lorenzen (15), al estudiar a
padres y hermanos de un grupo de enfermos, encontraron pruebas de estimulacidon alteradas que
confirman la condicién de heterocigotos, en estos pacientes (Fig. 1.B).

La familia Sa ... tiene una hija primogénita con un haplotipo de su padre A3 B7 y de su madre A29
B12; un segundo hijo con el haplotipo A11 B5 que no corresponde a ninguno de los haplotipos del padre,
manteniendo el A29 B12 haplotipo procedente de su madre, resultado que excluye la paternidad de su
marido oficial sobre este hijo.

Un tercer hijo, el propositus, con una forma severa de hiperplasia congénita de suprarrenales presenta
pérdidas electrolitica y salina.

Este nifio tiene un fenotipo HLA diferente a sus hermanos; pues en el haplotipo paterno ha heredado
los antigenos A2B35, no presentes en su padre legal, y en el haplotipo de origen materno ha heredado
una recombinacion A9CW4/B12 la cual nos demuestra claramente que la segregacién del gen que rige el
déficit en 21 hidroxilasa se ha efectuado ligado al grupo HLA B12 en esta familia; y nos permite localizar
al gene responsable de este déficit dentro del complejo mayor de hitocompatibiidad ligado
estrechamente al locus HLA B, y sobre el brazo corto del cromosoma 6 (Fig. 1-C).



FIGURA 1

GENEALOGIA DE LAS FAMILIAS ESTUDIADAS POR HIPERPLASIA
CONGENITA DE SUPRARRENALES Y LOS ANTIGENOS HLA.

FAM GU__
a Al Yl A2 Y2 [~
b A2 B12 AlO B8 a

‘b h e

a Al vl a m oyl a m_vi
4 A0 BB 4 Mo a alo B8
FAM DE..

FAM FO._.

FAM COR...

a Al m17 A2 Bl17 ¢
b AlO B3S Cwd a

(A)

a Az B17 Al B17
AlO B35 Cwi B40

FAM LE.__

i
¢
;

a A2 BS c A2 B 40 a A9 BIS Qv b A3 B? a Al B4C c A9 B2
bx,Bl? d x5 B 35 Owd c AlQ B35 b All B35 Cwd d A2 B7
£ A2 BO C A2 PO b A3 B7 b Aj BY & A0 B35 a Al B4O A9 B21
b X B17 a AZ BS a A B35Cwd a A9 BISCWE X A 9 B35 Owd c A9 B21 All B35 Cwa
FAM SA_ .
a A3 B7 A1l 8BS A2 B 35
(C) b A2 B12
a1 B B2 gl
A 29 B12 A29 B12 a9 owafBiz



En la familia Nic ... compuesta por 3 hijos, el propositus, una nifia portadora del déficit de la 21
hidroxilasa y su hermano STEP poseen los mismos grupos HLA — A, B, C, pero sin presentar este
altimo un solo signo clinico (Fig. 1-D).

La determinacién de los grupos HLA Dr demostraron la presencia de grupos diferentes, y un cultivo
mixto de linfocitos fue positivo demostrando la no identidad genética total de ambos hermanos.

Es una recombinacion materna la que hace a este nifio diferente de su hermana pero a nivel del grupo
HLA Dr, pudiéndose decir que ligado a HLA Dr debe haber heredado el gen normal que regula la enzima
1 hidroxilasa.

La familia Ren ... presenta una situacion idéntica: la propositus, una nifia con déficit comprobado
hormonalmente, tienen un hermano idéntico por los locus HLA — A, B, C. Se le efectu6 a este una
prueba de estimulacién a la ACTH que mostré una elevacién anormal de la 17 hidroxiprogesterona, por
lo tanto se considerd como un portador heterocigoto del gen. Suponemos que una recombinacién a nivel
del grupo Dr hace a estos 2 hermanos diferentes, aunque dicho estudio no fue posible efectuarlo en esta
familia (Fig. 1-E).

La familia Beug ...

Esta familia esta formada por 2 nifias completamente sanas y 2 varones. El mayor Chris ... portador
de una hiperplasia congénita de suprarrenales comprobada, y su hermano, presentan una constitucion
por grupos HLA — A, B, C, Dr idénticos, y el cultivo mixto de linfocitos negativo. El fenotipo Bf idéntico, lo
gue demuestra una identidad genética entre ambos hermanos.

Todos los examenes clinicos y biologicos efectuados a Man ... el hermano idéntico al propositus
fueron negativos, y una prueba de estimulacion fue reportada normal, no pudiéndose demostrar bloqueo
en la 21 hidroxilasa, a pesar de su identidad genética (Fig. 1-F).

Los antigenos presentes en los 12 pacientes fueron comparados con los antigenos presentes en un
grupo testigo de 340 personas de la region de Lorena, Francia.

En este grupo de enfermos se encontré una frecuencia mas elevada de los antigenos HLA A10 y HLA
B35 que en el grupo testigo.

El riesgo relativo calculado para HLA A10 fue de 7,7 y para el antigeno HLA B35 de 3,4. Sometidos
estos valores a x? chi cuadrado, obtuvimos un valor de 18,08 para A10 y de 10,1 para B35, lo que es
altamente significativo.

Discusion

Del estudio efectuado de comparacion de antigenos entre un grupo testigo 'y
el de nuestros pacientes, hemos encontrado dos antigenos mas frecuentes A10 y B35, este
ultimo ha sido también reportado por Zappacosta en ltalia (28). En un estudio efectuado en

Paris por Coullin (4) se reporta una relacion negativa con el antigeno HLAB8. Cada
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autor ha mencionado un antigeno diferente, por lo tanto, parece que la relacién de la enfermedad a un
antigeno especifico no existe, tal como se ha demostrado en otras enfermedades.

Una situacion especial es la que se presenta en las Gltimas tres familias analizadas; en las 2 primeras
Nic ...y Ren...ambos nifios son diferentes a nivel del grupo HLA Dr, lo cual nos lleva a concluir que
para poder efectuar un diagnostico antenatal acertado y 100 por ciento seguro, debemos efectuar el
grupo, HLA Dr. Pero como no es posible efectuarlo todavia en liquido amniotico, debe complementarse
la determinacion de grupos HLA con una dosificacion hormonal.

La tercera familia Beug . . . (Fig. 1-F), presenta una situacién no resuelta completamente en el
momento actual, como es la presencia de 2 hermanos idénticos en su constitucién genética, segun los
marcadores estudiados, y uno presenta el déficit de la 21 hidroxilasa y el otro hermano es normal.

Dentro de las hipotesis capaces de explicar esta divergencia del fenotipo y la funcién normal de la
enzima podemos evocar la forma “criptica” de la hiperplasia congénita de suprarrenales propuesta por
Levine (14), pero nosotros excluimos esta posibilidad al no encontrar respuesta anormal a la ACTH.

Tenemos un sujeto con fenotipo normal, en el cual suponemos que los genes de estructura y de
regulacion de la enzima 21 hidroxilasa, son normales. Debemos pensar que la ligadura no concierne a
todos los genes que determinan la enfermedad y quizas existan genes fuera del complejo HLA, que sean
los responsables de la ausencia de déficit enzimatico en este joven.

Esta posibilidad de la existencia de varios genes reguladores de la sintesis de la 21 hidroxilasa ya ha
sido propuesta por varios autores. Ha sido demostrada, por ejemplo, para factores del complemento
como es la fraccion Cyla cual es codificada por 2 genes ligados al sistema HLA como lo ha demostrado
O’ Neil y mencionado por Grosse-Wilde (7). Este autor a la vez sugiere la existencia de miltiples genes
para la regulacion y sintesis de la 21 hidroxilasa, y en base a ellos explica la existencia de formas leves
sin pérdida de sal, que seria un estado de doble heterocigotismo por el déficit en la enzima 21
hidroxilasa. Explica la forma severa como un estado de homocigotismo por todos los genes reguladores,
originando un bloqueo completo de la sintesis de esteroides.

Esta posibilidad permite suponer una recombinacion de genes que serian responsables del
polimorfismo del fenotipo clinico y las respuestas biolégicas discordantes en las pruebas de estimulacion.
Este poliformismo genético puede ser capaz de explicar las respuestas normales del joven Beug a las
pruebas de estimulacién.

Por ultimo, West (25) ha dado argumentos en favor de la hip6tesis de la existencia de dos sistemas o
enzimas de hidroxilacion, necesarios a la sintesis de esteroides suprarrenales, por medio de
determinaciones continuadas de cortisol, 17 hidroxiprogesterona, ACTH, corticosterona, y progesterona.
Demuestra que la corticosterona y la progesterona son normales o elevadas en sujetos con un cuadro
clinico de hiperplasia congénita de suprarrenales (17 OH progesterona elevada y cortisol bajo).

Estos resultados sugieren que hay dos vias sobre las que actia la 21 hidroxilasa. Estas pueden estar
comprometidas sin que sea influenciada una via intermedia de la corticosterona, regulada por una 21
hidroxilasa. Implica la existencia de 3 alelos reguladores de la sintesis de esteroides y quizas uno de
ellos pudiera estar fuera de la regiéon HLA.

En conclusién, un estudio mas amplio, con un mayor nimero de familias podra permitimos definir y
aclarar mejor las hipotesis planteadas.



TABLA 2

ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DE LOS ANTIGENOS HLA — Ay B,
EN UNA POBLACION DE ENFERMOS CON HIPERPLASIA CONGENITA
DE SUPRARRENALES (déficit de 1a 21 hidroxilasa) ¥
DENTRO DE UNA POBLACION NORMAL

HLA A ENFERMOS % CONTROLES HLA B ENFERMOS % CONTROLES
Al 27,20 24,71 B5 9,09 23724
AZ 54,50 4235 B7 9,09 17,94
A3 27.20 23.24 B8 18,18 15,00
A9 36,30 24,11 B12 36,30 23,53
Al0 45,40 9,71 B17 9.09 470
A28 9,09 5,29 BI1§ 0,00 12,64

B21 9.09 470

B33 36,30 14,11

B40 18.10 10,29

B27 0,00 7,94
ABSTRACT

Congenital adrenal hiperplasia (CAH) with 21-hydroxylase deficiency is an inborn
error of metabolism transmitted by an autosomal recessive gene.

Recently, Dupont et al. (1977) demonstrated genetic linkage between the
hydroxylase deficiency gene(s) and the HLA blood group system. We determined
the HLA genotype in nine families of French origin, and the factor B phenotype and
other genetic markers for chromosome 6. In eight families, we found results similar
to those reported in the medical literature. In one family, a propositus and his brother
had identical HLA and factor B phenotype, but the brother was healthy and the
propositus presented a 21-hydroxylase deficiency.

This linkage provides a method for identification of CAH carries and for prenatal
diagnosis of affected children.
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