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RESUMEN 

La defictencia de la 21-hudroxilasa, una enzima que participa en [a 
sintesis de mineratocorhcoides y_glucocorticoides, produce una enfermedad 
que se hereda de manera recestva, conocida como htperpiasia suprarrenal 
congémita (HSC). que en su forma mas severa ocurre en una frecuencia de I en 
20,000 y de 1 en 5,000 en su forma menos severa, dependiendo de la 
poblacion El gene que codsfica para la enzima responsable de esta 
enfermedad, se conoce como UYP21 y se encuentra duphicada El gene 
funcional (CYP21B) y el pseudogene (CYP21 A) son similares en mas del 98% 
La alta frecuencia con Ja que ocurren mutaciones en el gene se ha expicado 
Por un mecanusmo de recombinacion tlegitima entre el gene y el pseudogene. 

De un grupo de mas de 50 pacientes mexicanos con HSC se 
seleccionaron 12 pactentes en ios que tras haber secuenciado completamente el 
gene funcional, no se encontro runguna mutacin en la regién estructural del 
gen que pueda exphcar la deficiencta enzimatca En estos casos, la causa de 
la enfermedad podria deberse a alteraciones en la region promotora del gene 
La inica otra mutacin provemente del pseudogen, cuyo efecto negativo se ha 
estudiado im vitro, es la que cae en el sitio de umi6n a Spl, que noha sido 
analizada en pacientes con HSC. La ausencia de mutaciones deletereas en ia 
region codificadora de los 12 pacientes seleccionados, hace de este un grupo 
candidato a portar esta mutacion 

Partiendo de que estudios im vitre han establecide que esta mutacién 
altera la capacidad de unir Spi en ei pseudogene no funcional CYP2IA, se 
monto un ensayo capaz de evajuar esta deficiencia en el promotor del gene 
funcional CYP21B de estos pacientes FI ensayo consistié en evaluar la 
capacidad de formar complejos con proteinas nucleares, de un fragmento de 
98 pb amphificado especificamente a partr det gene funcional CYP21B de 

pacientes y de individuos normales mo afectados La presencia de estos 
compiejos se evalus en ensayos de retardo de movilidad electroforética. 

El ensayo fue validado comparando el desplazamiento de los 
complejos formades por fragmentos de 98 pb amplificados a partr del gene 
funcional CYP21B 6 el pseudogene no funcional CYP21A clonados en 

césmidos, encontrando diferencias stgniftcatwvas en la capacidad de unir Spi. 
Estos ensayos revelaron diferencias en la capacidad de unién del factor 
transcripcional Spl entre individuos normales no afectados y el grupo de 
pacientes con HSC. Sin embargo, estas diferencias no presentaron correlacion 
con fa severidad de la enfermedad de cada uno de los pacientes 

Las diferencias en desplazamsento entre la version clonada dei gene 
funcional CYP21B y el fragmento amplificado a party de maiwni wo no 
afectados nos permiten suponer que existen variaciones en la secuencias 
fuera del sitio Spl capaces de alterar la unién de este factor a su secuencia 

consenso Esto nos permite proponer que existen interacciones compiejas entre 

los diferentes factores de transenipcrén cuvo sitios de umén se encuentran 
dentro det fragmento analizado 

Nuestros resultados muestran que este ensavo puede detectar 
cambios de secuencia que afectan la capacidad de unidn de factores de 
transcnpcion en una regién del promotor que contene mas de un site de 
tegulacién, to cual constituye un acercarmento novedos al estudio de 
enfermedades genéticas. .



INTRODUCCION 

Las hormonas esteroides (mineralocorticoides, glucocorticoides y 

esteroides sexuales) tienen una importancia fundamental en la fisiologia de los 

mamiferos, participando en procesos muy distintos entre si. Por ejemplo, la 

diferenciacién sexual, el mantenim 

  

to del embarazo y fas funciones 

reproductivas en general son reguladas por andrégenos, estrégenos y 

progesterona. Los glucocorticoides promueven la gluconeogénesis y la 

degradacién de dcidos grasos y proteinas, permitiendo al organismo resistir 

condiciones de estres. Los mineralocorticordes participan en la regulacadn del 

volumen del liquido extracelular, incrementando la reabsorcién del Nat por el 

rifién. La importancia de las hormonas esteroides es tal, que no son comunes las 

alteraciones clinicas en las que se ve afectado de manera importante su balance, 

de lo que se desprende que alteraciones de este tipo de hormonas podrian ser 

letales. Practicamente la unica enfermedad con una prevalencia genética 

importante que conileva la ausencia parcial o total de alguna de estas hormonas 

es la Hiperplasia Suprarrenal Congénita (HSC). En este padecimiento se 

encuentra afectada la via biosintética de hormonas esteroides. Los sintomas de 

esta enfermedad tlustran Ja importancia de esta via biosintética y lo dehcado de 

su regulacién.



La sintesis de hormonas esteroides 

Es en la corteza de ia glandula suprarrenal donde se lleva a cabo la etapa 

mas importante de la esterodogénesis. Ahi se expresan una serie de enzimas 

encargadas de convertir el colesterol en mineralocorticoides: aldosterona y 

esteroides C19 (andrégenos suprarrenales que sirven como precursores de 

hormonas sexuales sintetizadas en otros tejidos principalmente en génadas); y en 

glucocorticoides: cortisona y cortisol. 

Internalizacidn del colesterol en las células de Ia gléndula suprarrenal: 

Debido a que el precursor de estas reacciones es el colesterol, un aspecto 

umportante de la biosinteisis de estas hormonas es la internalizacién del 

colesterol en las células de la glandula suprarrenal. Mencionaremos entonces que 

el colesterol es transportado en los fluidos dei organismos en forma de 

macromoléculas lipoprotéicas que solubilizan los lipidos hidrofdbicos y que 

pueden ser reconocidos por una serie de tipos celulares. El principal acarreador 

y la fuente primaria del colesterol, son las lipoproteinas de baja densidad (LDL). 

Los receptores especificos de cada célula para estas moiéculas son internalizados 

por endocitosis una vez que se les ha unido su ligando (Toth 1992). Las vesiculas 

que contienen LDL son atacadas por proteasa permitiendo que al degradar las 

tacromoléculas protéicas se pueda utilizar el colesterol. En las células de la 

glandula suprarrenal ei colesterol es almacenado en forma de ésteres de 

colesterol y liberado de manera regulada por una esterasa y luego transportado 

a la mitocondria donde se Neva a cabo el rompimiento del colesterol, ja pmmera 

reaccién de la esteroidogénesis, misma que constituye el paso limitante de la via 

(Takemor, 1984).



Principales pasos de la biostntesis esteroidea 

- El rompimiento de colesterol a Pregnenoiona involucra tres enzimas 
embebidas en la membrana intema de la matriz mitocondriai incluvendo un 
atocromo P450, denominado enzima que corta la cadena lateral de! colestero! 
(CytP450sce) y que esta reguiada por la disporubilidad de sustrato {Lambeth 
1985). Esta reacci6n requiere de la utilizacién de tres molécuias de NADH’ y On, 
requeridas en la hidroxilacién secuencial en las posiciones 20’y 22°. La 
pregnenolona viaja entonces al reticulo endoplasmico para ser isomerizada a 
Progesterona 0 bien hidroxilada a T7a-hidroxipregnenolona que a su vez es 
convertida a 170-hidroxiprogesterona por accién de una 17,20 lyasa (17a). La 

17a-hidroxiprogesterona es un intermediario de gran interés para la clinica ya 

que sus riveles Ccirculantes sirven como un criteno de diagnéstico para casos de 
alteracion de la biosintesis de hormonas esteroides (ver figura 1) En casos severos 

de HSC, los niveles de este precursor pueden aumentar hasta llegar a 10 (00 
ng/ml equivalente a un incremento de cien veces con respecto a los mveles 
normales (White 1987). El paso siguiente lo Seva acabo la enzima 21-hidroxilasa 

© P450c21 (21-OHasa), que cataliza una monooxidaciin en el carbono 21’ del 

esqueleto del colesterol a partir de dos sustratos (distintos solo por la presencia 
de un grupo hidroxilo en la posicién 17’), La 21-hidroxilasa utiliza como 

sustratos a la progesterona y la 17-hidroxiprogesterona para convertirlos en 

deoxicorncosterona (DOC) y 21-deoxycortisol (S) respectivamente. Durante su 

Ciclo catalitico las enzimas 21-hidroxilasa y 

Wo-hidroxilasa son oxidadas y deben ser reducidas por una flavoproteina 
microsomal que utiliza NADH (NADPH P450 reductasa) para regresarlas a st: 

estado funcional. En este paso los intermediarios deoxicorticosterona (DOC) y 
I1-deoxycortisol (S) dejan el reticulo endoplasmico_y son transportados a la 
mitocondria para el paso final de biosintesis de hormonas esteroides, catahzado



por la enzima 118-hidroxilasa (118), localizada en la membrana interna de la 

mutocondria. DOC es convertido a corticosterona y $ a cortisol, el principal 

glucocorticoide en humanos. Estas reacciones se llevan a cabo en las células de la 
zona fasciculata y de la zona reticularis de la corteza suprarrenal (Nakane 1975). En 

las célula de la zona glomerulosa donde no hay engzima 170-hidroxilasa, la 

corticosterona es convertida a aldosterona, el principal mineralocorticoide en 
humanos. Esta reaccién es el resultado de una 18 hidroxilacién también 

catalizada por la enzima 118 y por una 18-metiloxidasa (para revisién ver 

Simpson, et al. 1988). 
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Figura 1- Resumen de ia via biosintética de las hormonas esteriodes, donde se muestran los principales 
intermediarios y enzimas que partiapan, 

Las enzimas esteroidogénicas y su compartamentalizacion 

La mayoria de las enzimas que participan en esta via son monooxigenasas 

que pertenecen a la superfamilia de los citocromos P450, hemoproteinas ubicuas



que catalizan reacciones de transferencia de oxigeno utilizando NADPH como 
transportador electrénico. En las reacciones de hidroxilacién del esqueleto de 
colesterol, el oxigeno requerido para ser meoorporado a los grupos hidroxilos, 
proviene del Oz. (para revisién ver: Guergerich 1992). La mayoria de estas 

recciones ocurren en la mutocondria o asociadas al sistema microsomal (Beyer 
1956). Hay que resaltar que la via biosintética de las hormonas esteroides No se 
encuentra distribuida de manera uniforme en todag las células de la corteza 
suprarrenal. Distintas células de la gldndula suprarrenal estén especializadas 
para realizar mayoritariamente la sintesis de uno u otro tipo de hormona. La zona 
Blomerulosa de la corteza se encarga mayonitariamente de la sintesis de 
muneralocorticoides, mientras que en la zona facsiculata se sintetiza 
principalmente el cortisol y en la zona reticulans, andrégenos. Cada una de estas 
zonas responde de manera independiente y diferencial al el estimulo 
correspondiente segtin el caso (Nakane 1975). Esta especializacién requiere entre 
Otras cosas de la expresién diferencial de las distintas enzimas biosintéticas de las 
diferentes hormonas. Por esta razén el estudio de la regulacién transcripcional y 
la expresién de las enzimas, en Particular de aquéllas que juegan papeles 
diferentes segtin el producto final de la via (17a, 21-OHasa, 118), ha sido 
estudiado con mucho interés. Cabe mencionar que a la fecha se desconocen los 
mecanismos que determinan la expresién diferencial de estas enzimas, haciendo 
posible que una célula sintetice una u otra hormona esteroide. 

Regulacién de la sintesis de hormonas esteroides 

La regulacién mas importante de la esteriodogénesis ocurre por medio de 
la hormona adenocorticotrépica (ACTH) a través de varios mecanismos que 

favorecen la producci6n y liberacién de hormonas esteroides. E] ACTH regula de 
manera positiva la sintesis y la transcripcién de las enzimas de la via biosintética. 
A su vez la produccién de ACTH est& directamente regulada por el eje



hupotélamo-hipéfisis (ver figura 2}, de aqui que las alteraciones funcionales del 
mismo o la hipofsectomia se asocian al desarrollo de desordenes en ei 
metabolismo intermedio 

  

Hipotieix 

  

Figura 2, Bye hipotdlamo-tupéfisis, involucrado en Ia regulacién de la sintesis de hormonas esterodes por Parte de la gléndula suprarrenal CRF- Factor estimulante certrcoide, ) Efecto inhubitono por 
glucocorticordes. 

La estimulacién crémica y aguda de la corteza suprarrenal por ACTH 
El ACTH modifica las funciones de las células de la glandula suprarrenal 

de distintas maneras. En la primera esturnula la transcripcién de las enzimas de la 
via biosintética que resulta en un aumento en la produccién y liberacién de 
hormonas lo que se conoce como efecto crénico. Ademés el ACTH promueve a 
tiempos cortos la internalizacién de colesterol a las células de la corteza 
suprarrenal mediante la activacién de una serie de proteinas cinasas 
dependientes de cAMP a lo que se la Hama respuesta aguda. En las células de la 
glandula suprarrenal, el ACTH interactia de manera especifica con receptores de 
ja superficie celular activando una via de transduccién que involucra la 
activacion secuencial de adenilato ciclasa y proteinas cinasas dependientes de



cAMP que finalmente resuitan en la activacién de la transcripcién genética 

mediada por la proteina ASP (ver mas adelante) y por el factor esteroidogénicoi 

(SF-1) (Schimer 1994). Come parte de la respuesta aguda, el ACTH es también 

responsable de la estimulacén del colesterol a Jas células esteroidogénicas, como 

los receptores LDL. El efecto de ACTH sobre casi todos los puntos de la via 
biosintética es de estimulacién positiva y esta estimulacién a su vez estd 

regulada positivamente por varios intermediarios y por los productos finales, de 
manera que si una de las enzimas presenta una falla, la falta de producto final de 

la via estimulara la sintesis de las demas. 

Asi por ejemplo, el caso particular de deficiencia en 21hidroxilasa, resulta 

en una deficiencia de cortisol que es detectada por el eje hipotdlamo-hipéfisis lo 

que resulta en un incremento en la produccién de ACTH, lo que estimula a su 

vez la sintesis de varias enzimas esteroidogénicas  reguladas 

transcripcionaimente por esta hormona. Al encontrarse bloqueado el paso de 21- 

hidroxilacién, se acumulan intermediarios de la via, prinaipalmente 17- 
hidroxiprogesterona (Ver figura 3), que son entonces convertidos en andrégenos. 

El exceso de andrégenos circulantes produce virilizacién de diversos grados. 
Las hormonas esteroides, algunos de sus metabolitos y sus hormonas 

derivadas son transportadas en sangre generalmente unidas a protemas. Aigunos 

de estos transportadores son inespecificos, como la albtémina que une con baja 

afinidad a varias de ellas. La testosterona por ejemplo viaja unida a una 

B-globulina (TeBG). Por su parte el cortisol y en menor medida Ja progesterona 

son transportados por una proteina que lo une con alta especificidad ilamada 

transcortina (CBG), que funciona como reservorio pero no parece jugan un papel 

importante en la regulacién de su actividad biolégica
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Figura 3.- Resumen de la via biosintétca de las hormonas esteroides cuando se encuentra dloqueado ef paso de 21-hidrowlacién Se muestran aumentados aquellos intermediatios cuyos niveles se elevan, ¥ dirunuidos los productos cuya sintesis se abate 

x La regulacion transeripcional de los genes esteroidogénicos ‘ 

La biosintesis de las iwcmonas esteroides es un fenédmeno altamente 
regulado a distintos niveles. El anélisis de la regulacién transcnipcional de los 
genes que codifican para las enzimas biosintéticas presenta elementos comunes 
y tejido especiticos. Todos estos genes responden a activacién por ACTH 
mediante un mecanismo del que se desconocen hasta el momento los detalles. Se 
ha buscado en varios de ellos los elementos consenso responsables de esta 
Tespuesta y no han sido encontrados. En cambio se han desento mecanismos 
alternativos de respuesta a la elevacién de Jos niveles de cAMP Otro elemento 
de control transcripcional que ha sido localizado en varios de las genes



esteroidogénicos (SSC, 21-hidroxilasa, 11Bhidroxilasa) es ek sitio de unién al 

factor esteroidogénico 1 SF-1{Rice 1991) 

Consecuencias funcionales de la deficiencia de 21-hidroxilasa 

La deficiencia de 21-hidroxilasa se presenta en una amplia gama de 

fenotipos que va desde pacientes que carecen totalmante de la actividad 

enziméatica hasta aquellos que conservan entre el 50 y el 60 % de la actividad. 

Para aquellos individuos que carecen totalmente de actividad de esta enzima el 

problema principal resulta en la incapacidad para producir aldosterona (ver 

figura 1). Esta deficiencia tiene consecuencias setias para el paciente ya que la 

aldosterona regula Ja reabsorcién de los iones contenidos en todo el liquido 

extracelular que diariamente filtran los rifiones (del orden de 180 litros), de 

manera que cuando esta hormona falta, el mfién no puede mantener las 

concentraciones normales de Na* (que son del orden de 130-140 mM) en sangre 

yen fluidos extracelulares y son eliminados por Ja orina. Ante la incapacidad de 

retener tambien optimamente los niveles de K+ y Ht y el adecuado intrecambio 

de iones con el liquide intracelular, sobrevienen hipotensién, crisis 

cardiovascular, colapso y muerte (White 1987). Durante el desarrollo 

embrionario, el producto con actividad deficiente, 0 totalmente carente de 21- 

hidroxilasa no se ve afectado ya que son los rifiones de la madre os que llevan a 

cabo esta tarea. Sin embargo, esta deficiencia se manifiesta con un sindrome que 

se presenta durante las primeras semanas de vida del neonato, denominado 

clinicamente como “crisis de pérdida de sal”. 

Cuando la enzima conserva actividad, aunque esta sea muy reducida, se 

produce suficiente aldosterona para minimizar los problemas derivados de la 

baja retencién de electrolitos. En este caso el principal problema es la sintesis de 

giucocorticoides, principalmente de cortisol. Dedido a la regulacién positiva 

sobre las enzimas de esta via, la falta de cortisol provoca un aumento de ACTH,



lo que a su vez ocasiona la elevacién de los niveies de diversos intermediaro, 

incluida la testosterona, como se ilustra en la figura 3. 

El exceso de testosterona durante ei periodo embrionano principalmente 
alrededor de la quinta semana de desarrollo intrautering ocasiona desérdenes en 
ja diferenciacién de los genitales externos. El principal problema es para sos 
embriones femeninos y resulta en ambiguedad genital. En el sexo masculino no 
existen sintomas notorios al nacer, pero por influencia de la testosterona ocurre 
crecimiento excesivo durante la infancia y maduracién acelerada, lo que Ileva al 
Cierre prematuro de los discos de crecimiento en los huesos largos, ocasionando 

estatura baja final, 

De manera que el fenotipo y Ia sintomatologia clinica de ios pacientes con 

deficiencia de 21- hidroxilasa dependen del grado de actividad enzimétca, de si 
existe actividad de esta enzima por pequefia que esta sea, o si fue abatda por 

completo (Tusié 1990, Tusié 1991,White 1994). Segtin el grado de deficiencia 

enziméatica el fenotipo puede variar desde desdrdenes gonadales, alteraciones 

severas en la regulacién de niveles de electrolitos, o bien no ser lo 

suficientemente grave para ser notado de manera obvia hasta que el individuo 

presenta problemas hormonables diagnosticados generalmente durante la 

adolescencia o en la edad adulta. Esta gran diversidad de los fenotpos que 

Ppresentan los pacientes con HSC ha generado una clasificacién seguin su fenctipo, 
del mas atenuado ail mas severo, como'no clasicos, virilizantes simples, o 

perdedores de sal.



La Hiperplasia Suprarrenal Congénita 

La forma clasica que incluye el fenotipo virilizante y el perdedor de sal, 

ocurre en 1/10 000 nacimentos y ia forma no clasica se ha reportado en el 1% de 

la poblacién en general (White 1987). Lo que la coloca en los primeros lugares de 

la lista de las enfermedades genéticas comunes. 

El diagnéstico bioquimico m4s comtin para esta enfermedad es la 

medicién de 17-hidroxiprogesterona circulante, (ver figura 3) intermediario de la 

vias de sintesis de hormonas esteroides, sustrato de hidroulacién dela 

enzima 2i-hidroxilasa y que suele aumentar notablemente en los individuos 

afectados después de la admunistraci6n de ACTH. En su forma mas grave la 

deficiencia enziméatica es letal en el periodo posnatal, por lo que su diagnéstico 

oportuno preferiblemente prenatal y el consejo genético adecuado podrian 

disminuir en muchos caso la severidad y la morbimortalidad del padecimiento. 

Bn el caso particular de poblacién mexicana, se ha observado que los individuos 

diagnosticados se presentan en una proporcién de 3 nifias por cada nifio. Este 

dato no representa la proporcién real en la que la enfermadad ocurre, smo en la 

que se le diagnostica. Esto podria ser un reflejo la alta mortalidad que existe 

entre individuos de sexo masculino, (donde mueren 3 de cada 4) ya que en estos 

casos el diagnéstico se complica por no haber signos aparentes de exceso de 

andrégenos como lo es la ambiguedad genital en nifias. Dependiendo del 

fenotipo en cuestién, la sintomatologia mas comin incluye ambiguedad genital, 

deshidratacién, crisis hiponatrémica, pseudopubertad precoz, etc. El tipo de 

estudios bioquimicos para determinar HSC van desde perfil androgénico 

{medici6n de cortisol, testosterona, androstenediona y 17-hidroxiprogesterona), 

hasta la medicién de niveles de sodio circulante y presentes en la orina. En 

muchos de los casos, los sintomas mas severos pueden tratarse con suplemento



de glucocorticoides, mineralocortcoides 0 simplemente de sal en la dieta. La 
ambiguedad genital puede en ocasiones corregirse con cirugia. 

El tipo de herencia_ reportada pata esta enfermedad es . monogénuica, 
autosdmica recesiva. En mas del 95% de los casos 1a mutacion se encuentra en el 
gene que codifica para la enzima 21-hidroxilasa, encargada del paso de 
conversion de 

11-deoxicortisol a partir de i7- hidroxuprogesterona. En el resto de los casos el 
gene afectado es el que codifica para la enzima 11-B hidroxilasa. Dada la 
frecuencia con la que se preserttan mutaciones en la 21-hidroxilasa, el estudio del 
gene que codifica parar esta enzima y su regulaciéa han sido atacados desde 
diversos angulos 

El gene de ja 21-hidroxilasa 

El gene que codifica para la enzima 21-hidroxilas recibe al nombre de 
CYP21B, por pertenecer a la superfamulia de genes que codifican para proteinas 
eytocroma P450 Esta localizado en el brazo corto del cromosoma 6, en la banda 
21.3, muy cercano a la regién de HLA del complejo de histocompatibilidad en el 
brazo corto del cromosoma 6. La estructura del gene comprere 10 intrones y 9 
exones y mide aproximadamente 3.2 Kb. La mayona de los genes que se 
encuentra en esta region tienen la partcularidad de estar duplicados y.el gene 
CY21B no es la excepcin. En este caso el gene tiene como compafero cercano un 
pseudogene, denominado CYP21A con quien tiene una sumilitud dei 98%. en 
imtrones y 96% en exones. Ambos estan separados por una distanaa 
aproximada de 30 kb dentro del las cuales se encuentra el gene que codifica para 
ia proteina C4 del sistema de complemento (ver figura 4). Las escasas diferencias 
de CYP21A con respecto a CYP21B lo hacen no funcional. Por una parte el nivel 
del mensajero de CYP21A es menor al 5% con respecto al del gene CYP21B. Por



otra, la introduccién de un codén de terminacion en el exon 8 produce un 

producto truncado y de poca estabilidad. 

Brazo corto det 
cromosoma 6 

Clase I Clase fl 

A c¢ B TNF DR DQ DP 

  

c2 Bf C4A GYP21A C4B CYP21B 

10 Kb 

Figura 4 Localizacién del gene CYP21B Se indica la posicién relativa de vanos loci de genes localizados en |e regién 21.39 del cromososma 6 Se representa distintos sitios conocidos dentro de esta regién, 

Se sabe que la alta frecuencia a la que se presenta Ja enfermedad se debe a 
que la alta identidad entre el gene funcional y el Pseudogene, permute una serie 
de recombinaciones ilegitimas via conversién génica que transmiten los cambios 
del pseudogene (CYP21A) al gene funcional CYP21B, dismunuyendo la actividad 

enzimatica del producto génico en diferente medida. Estudios a nivel genético y 

molecular de individos con HSC han permitido establecer cuales de estas 
diferencias entre el gene y el pseudogene pueden traducirse en mutaciones al ser 
transferidos de uno a otro. Las mutaciones teportadas a mivel mundial y su 
repercusién en las caracteristicas clinicas del padecamiento pueden verse en la 
tabla 1. Esta transmisié6n de mutaciones ocurre a todo lo largo del gene y por 
tanto podria afectar no solo a la regi6n codificadora sino también el promotor y 
por tanto la eficiencia de la transcripcién génica, lo que podria manifiestarse en 
bajos niveles de RNA mensajero.



En colaboracién con distintos servicios de endocrinologia pediatrica, en ei 
laboratorio de la Dra. Tusié se han identificade 54 familias con diagndstico 
clinico de HSC. En estas famulias se ba realizado andlisis mutacional por medio 
de la secuenciacién directa el gene CYP21B Esto ha permutido establecer el tipo y 
la frecuencia con la que se encuentran Presentes en la poblacién mexicana las 
distintas mutaciones que han sido Teportadas previamente {Ordofiez,1997} (ver 
tablal). 

Resulta interesante el cambio encon’*-~ , en ja posiadn 493 que resuita en 
la conversién de una asparagina a una serma en el extremo carboxilo terminal de 
la protena. Este cambio se presenta con simmlar frecuencia en individuos 
afectados (42.5%) que en individuos normales (37.5%) pero es mucho mas 
frecuente ercontrario de forma homéziga en los pacientes No ha sido posible 
determinar si se trata de una mutacién con alguna consecuencia sobre la 
actividad enzimética, s1 es un polimorhsmo o si pudiera representar un cambio 
de secuencia en desequilibrio de enlace con una mutacién atin no identificada. 

Partiendo de este mismo trabain, en algunos de los pacientes que se 
secuenciaron, se han encontrado inconsistencias entre el fenotipo clinico y el tipo 
de mutaciones encontradas (genotipo). Al secuenciar Ia regién codificadora del 
gene se han encontrado casos en los que dos individuos comparten las musmas 
mutaciones, sin embargo el fenotipo de la enfermedad es distinto entre estos 
pacientes. La identificacién de estos casos ha motivado e! estudio de la region 
Promotora en individuos afectados, bajo la premisa de que mutaciones en la 
region reguladora que afectaran la eficiencia de ta transcnpcidn del gene podrian 
explicar estas diferencias en la expresin clinica. La regién reguladora del gene 
CYP21 podria jugar un papel importante en algunos pacientes con HSC.



  

  

  

Localizacién Mutacién frecuencia reportada (%) frecuencia encontrada (%)} 

&1 P30L Vv 8.5 
E2 A/C—-G 26-42 479 

E3 Del 8pb 75-10 21 
E4 72N 75-40 117 

1236N 
E6 V2376 3 0 

M239K 
E71 V273E 10.6 85 
E72 Insersi6n T 1 . 10 
7 c—G NR 0 

E81 G318 ---S 3-7 42 

E82 R356W 4 74 

E9 W406 ---S NR Oo 

E10 P453$ NR 22 
Del delecién de 11-35 10 

CcyP2i 

  

Tabla 1.- Mutaciones en el gene funcional CYP21B, Frecuencias reportadas y frecuencias encontradas en 
poblacién Mexicana Se presentan tanto cambios en Ja secuencia come cambios en amunodcidos (para 
revision ver Ordofez etal, 1998) NR= Frecuencia no reportada, Del= delecién det Bene, E=Exdn, Ietntron 

El #2 E3 £4 E5 E56 Ey 7 ES E9 E10 

  

Mapa 1.- Estructura del gene CYP21B Distribucién de intrones y exones Se muesttan numerados los 
exones e intrones donde se han reportado mutaciones en pacientes con HSC (ver tabla 1) E=Ex6n 
J=Intron



El promotor del gene CYP21 

La parie secuenciada de la zona reguladora de CYP21B abarca mas de 
1600 pb hacia el extremo 5*(Higashi, 1986). El Promotor de este gene ha sido 
estudiado para definir los elementos que participan en los distintos niveles de 
regulacién. 

La transcripcién basal 

Estudios de expresi6n con distintas zonas del promotor han evidenaado 
regiones de importancia involuctadas en el mantenimiento de los ruveles basaies 
del mensajero localizados entre las bases -230 y -180 pb (Parker 1986) ademas de 
la region comprendida entre -210 y -170 pb donde se halla una secuencia de 40 
pb altamente conservada entre distintas especies. 

En la posicién -130 colocalizan los sitios de unién del factor de 
transcripcion constitutive NE-1/CTF (Chang,1995) que se unen al DNA en forma 
de dimero y a cuya familia pertenecen varios factores de transerpaién (Kusk 
1996). 

Alrededor de fa posicién -117 se encuentra el sitio consenso de unién a 
Spi, un factor de transcripcién ubicuo de mamiferos que utiliza la estructura de 
dedos de zinc para ururse al DNA en una region rica en G y C. El factor Spi fue 
originalmente aislado a apartir de células HeLa y &S capaz de aumentar la 

actividad transcripcional, de uma gran cantidad de genes entre 10 y 50 veces, 

incluyendo el del receptor de LDL (Sanchez 1995), el rusmo SF-1 (Woodson 1997} 

y varias enzimas esteroidogénicas (Lee 1994, Zhang 1995). 

Ha quedada establecida la importancia de dicho factor para la transcripcién de 

CYP21B. Una mutacion en el sitio de unson a esta proteina, afecta ios niveles de 
transcripcién hasta en un 80. (Chang 1995)



El elemento que responde a cAMP. 

Los genes esteroidogénicos responden a la estimulacion por ACTH que actia 
através del segundo mensajero cAMP. En los genes esteroidogénicos no ha 
quedado establecido con exactitud qué elemento de la regién promotora obedece 
a esta estimulacién Se ha buscado en particular la secuencia tipica de respuesta a 
este segundo mensajero (CRE) de la que solo se ha encontrado una copia entre 
los -129 y 

~96 pb. Parte de esta respuesta le ha sido asignada a otro elemento sin simulitud 
aparente con los CRE y que en cambio se parece a una secuencia especifica de 
adipocitos recien descrita a la que se le ha Iamado FSE1. Sin embargo Ia 
respuesta importante a cAMP parece estar operada por un mecanismo que es 
particular para las enzimas esteroidogénicas cuya actividad recze en la proteina 

ASP (Adrenal specific protein), un factor de transcripcién especifico de la glandula 
suprarrenal. No es coincidencia entonces que la secuencia consenso de unién a 
esta proteina esté localizado justamente dentro de la zona que por estudios de 
expresiOn fué inicialmente caracterizada como responsable a la estimulacién por 
cAMP,  situada entre las bases -126 a -113 pata el caso del gene CYP21B 

(Kagawa,1991). 

El reguiador negativo 

El sitio CK-2 es e] blanco de unidn del factor NE-GMb, modulador nhegativo de la 
respuesta transcripcional. Ha sido descrita en el promotor de genes 

hematoposéticos y pertenece a una familia de factores que se unen a cadena 
sencilla de DNA (Cole 1994), La expresiOn de esta proteina ha sido encontrada en 

una gran cantida de tipo celulares. 

Posiblemente este es uno de los represores presentes en el promotor del gene 
funcional CYP21B responsables de que solo se exprese en celulas suprarrenales.



La transcripcion tejido especifica 

Como importantes en ja especificidad tisular en la expresién de este gene 
han quedado establecidos algunos elementos. Entre estos resultan interesantes 
los sitios 

-210, -140, y -65 donde se encuentra la secuencia AGGTCA, que se sabe forma 
complejos con factores de trancripclén que han sido comparados con complejos 
formados por ios promotores de otras enzimas esterodogénicas con los que 
comparten tamafo y movilidad electroforéhca (Rice,1991). Recrentemente se ha 
encontrado la proteina que podria interactuar con este elemento, clave para la 
Tegulacién de este grupo de genes, el factor esteriodogénico 1 {SF-i) 
(Deepak,1992). Los genes esteroidogénicos comparten entonces secuencias 
Yegulatorias propios de su caracter suprarrenal. Ademds la especifiadad celular 
en Ja expresién de ja enzima 2J-hidroxilasa parece estar mediada por la 
combinacién de mds de un elemento aunque el mecanismo exacto es desconocide 
todavia. 

Entre ias bases -126 y -113 se identifies originaimente una secuencia con 
respuesta a cAMP y se ha encontrado que participa en la especificidad tisular dei 
gene. Este es el caso del sitio de union a ja proteina ASP, un factor de 
transcripcié6n especifico de células de ja gléndula suprarrenal. Como se mencioné 
anteriormente, los genes esteroidogénicos poseen elementos de respuesta al 
cAMP que les son particulares. La proteina ASP parece ser la responsable de 
dicha respuesta. (Kagawa, 1991). En la posicion -228 se encuentra la secuencia de 
Teconecimiento del receptor nuclear NGFI-B también llamado Nur77, un 
receptor nuclear de respuesta temprana, que se expresa abundantemente bajo la 
accion de ACTH en las células de la zona fasciculata y reticularts de la corteza dela 
glandula suprarrenal (Wilson etal, 1993) y que es comtn a otros genes regulados 
por ACTH En este caso, NGFI-B parece actuar en cooperacién con SF-1 
(Wilson, 1993) para mecuar la especificidad el gene CYP21B.
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Figura 5- Secuencia de las primeros 300 pb en direcaén 5° a partir del sitio de iniciacion de Ja trancnipeién 
de la regién reguladora del gene funcional CYP21B, Se muestran los sitios de los factores de trancripadn 
conocidos cuya secuencta consenso de unién se encuentra en esta zona, Por debajo de la secuencia del gene 
funcional y en negritas, podemos ver Jos cambios que este presenta con respecto a la secuencia del 
pseudogene no funcional CYP21A (Higash: 1985, White 1985). Con iniciales se muestran fos primeros 5 
anuno acidos de la prateina. 

El diagnéstico molecular de la HSC. 

Debido a la presencia del pseudogene con el que se comparte una 

similitud del 98%, el disefio de oligonucledtidos especificos para reacciénes de 

amplificacén por técnicas de PCR del gene funcional es complicado y dificulta no 

solo el estudio del mismo, sino el diagnéstico sobre la posible presencia de 

mutaciones. El diagndstico molecular de HSC consiste generalinente en el 

andlisis del gen con estrategias de hibridacién con oligonuclestidos mutantes 0 

bien a través la secuenciacién directa del gene CYP21B. Pueden también ilevarse 

acabo estudios de Southern Blot para identificar ciertos tipos de deleciones y de 

duplicaciones asociadas a mutaciones caracterizadas (Werkmeister 1986) Sin 

embargo Ja mayoria de las pruebas moleculares son costosas y no pueden 

levarse a cabo con un gran numero de individuos y mucho menos como parte de 

los estudios clinicos de rutina.



Las pruebas bioquimucas practicadas en pacientes con HSC son capaces 

de revelar deficiencias asociadas al metabolismo de hormonas esteroides, pero 
solo el andlisis molecular podria confirmar el orgen genético. 

El gene que codifica para la enzima 21- hidroxilasa, se encuentra 

duplicade. Gracias a que tanto el gene como el pseudogene han sido 

secuenciados se sabe cuales son los cambios de base entre el gene funcional 

CYP21B y el pseudogene no funcional CYP21A. El pseudogene también se 

transcribe aunque con una eficiencia mucho menor a la del gene, dando ademas 

como producto un mensajero truncado y extremadamente l4bil. Sin embargo el! 

bajo ravel en su transcnpeion se debe a las diferencias que existen en su region 
Promotora con respecto al gene funcional. De las diferencias encontradas entre 

los promotores del gene y ei pseudogene, en el sito de union a Spl ocurre una 

   ¢ mportancia para modular ia transcripcion ha quedado demostrada (Chang 

1995). También ha quedado demostrado que este cambio reduce la capacidad del 
Promotor del pseudogene de unir Spi en ensayos de retardo. Ya que las 

mutaciones en el gene encontradas en pacientes parecen proverur 

mayoritariamente del pseudogene, es posible postular que en la region 

Promotora pudieran tambien darse estas transferencias de mutaciones. Esta tesis 

contempia la busqueda de alteraciones en los promotores de pacientes en 
aquellas regiones en las que se sabe que estas mutaciones resultan ‘importantes. 

Una de estas tegiones es el sitio de umién al factor de transcmpcién Spl. 

En ensayos de retardo han quedado establecidas estas difetencias entre 
gene y pseudogene en particular en este sitio (Chang 1995), por lo tanto estos 

mismos ensayos podrian mostrarnos patrones distintos, ai analizar el promotor 

de individuos afectados con HSC e individuos normales, en el sitio Spi.



ANTECEDENTES 

En el laboratorio de la Dra. Ma. Teresa Tusié se cuenta con una colecci6n 

de 54 familias afectadas con HSC . Esta ha sido reunida en colaboracién con 

jos servicios de endocrinologia de instituaones de salud {principaimente 

hospitales de tercer nivel) en donde se han detectado y diagnosticado los casos 

de HSC y llevado a cabo algunas pruebas bioquimicas para su confirmacién 

(perfil androgénico, medicién de sodio en la orina y niveles de 17- 

hidroxiprogesterona circulante). 

Se ha obtemido de estas familias DNA derivado de linfocitos sanguineos. 

Esto ha permitido una gran variedad de estudios moleculares y genéticos en 

estas familias. Parte importante de estos trabajos ha sido la secuenciacién de 

entre el 40 v 50% del total del gene CYP21B de los 54 pacientes (Ordonez et al 

1998). 

Gracias a esto ha sido posible determinar Ia frecuencia con la que las 

mutaciones reportadas para HSC en otras poblaciones ocurren en poblacién 

mexicana. También se han identificado posibles polimorfismos y nuevas 

mutaciones y se han encontrado una serie de casos particularmente interesantes 

de los que se han desprendido otros trabajos, incluyendo el presente. 

Los individucs seleccionados para este trabajo corresponden a tres 

grupos distintos’ 1) pacientes que no portan ninguna de jas 13 mutaciones mas 

trecuentemente asociadas con HSC en otras poblaciones; 2) pacientes 

portadores de un cambio en el exén 10 (N4935) que se encuentra 

frecuentemente de forma homociga entre los pacientes analizados y se postula 

pudiera estar en desequilibrio de enlace con una mutacién responsable del 

fenotipe aun no identificada v3) pacientes con mutaciones idénticas dentro de 

ai



la region codificadora incluven Ios intrones del gen s que presentan 

fenotipos o formas clinicas distintas 

Estas caracteristicas los han convertido en candidatos a realizarseles diversos 

estudios en la region promotora del gene va que mutaciones en esta zona 

podrian explicar la presentacion de sintomas o las diferencias en seversdad 

encontradas entre distintos pacientes. 

En la siguiente tabla (tabla 2) se encuentran enumerados fos pacientes utilizados 

en este estudio. Se muestran las mv'«mones encontradas al reahzar la 

secuenciacién directa y el fenotipo ciinico. 

  

  

  

Numero de Genotipo Fenotpo Sexo 
idenhficacién 

56 Sin mutacién Vintzante M 
97 Sin mutacién No clisico wt 
125 Sin mutacion Perdedor de sat . FE 
9% Sin mutacion Virslizante 6 No Clasico {7} M 

18 Hm E10 Perdedor de sal F 
26 Hm E10 Vinihzante M 
34 Hm E10 Vinhzante e 
54 HmE 10 Perdedor de sai M 
1 HtE 10,HmE1 No clasico F 
116 Hm del 2GG, codon 482 Perdedor de sal F 
124 Hmi2Hte4 Perdedor de sal F 
21 HmI2Htid Virizante F 

  

Tabla 2.- Caracteristicas clinicas y de las mutaciones presentes en los pacientes utlizados en 
este estudio 

Hm = Mutaciénhoméciga 
Ht* Mutacton heterécga 
La descripesn de las mutaciones se encuentra en la Labial 
Mutacién del exon 10 + N4935. Ver texto (Antecedentes) para detalles 

aL



OBJETIVOS 

-Desarrollar la tmplementaci6n de un método de ensayos de retardo de 

mos thdad electroforetica basado en la obtencién de un fragmento procedente 

de las regiones promotoras del gene CYP21B, de pacientes con HSC por 

deficiencia de Ja enzima 21-hidroxilasa 

-Valorar el procedimuento como una metodologia para detectar alteraciones 

funcionales en esta region promotora. Esto conlleva a la estandarizacién del 

método, asi como a la evaluacion de sus hmutaciones y su nivel de sensibilidad. 

-Determinar si existen diferencias funcionales entre la regién promotora de 

cantroles sanos y un grupo de pacientes con HSC candidatos a tener 

mutaciones en la regién promotora del gen CYP21B. 

-Determinar si es posible establecer correlaciénes entre el grado de alteracion 

tuncional detectada por esta metodologia y el fenotpo clinico de los pacientes 

anahzadas. 
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RESULTADOS 

Amphficacion especifica del gene CYP21B 

Con el fin de amplificar de manera especifica la region promotora del 

gene funcional CYP21B mediante PCR sin obtener amplificado del pseudogene 

CYP21A, se disefiaron oligonuclestidos aprovechando las diferencias existentes 

entre ambos genes. Estos oligonucledtidos se disefiaron sobre aquélias regiones 

donde existia mayor numero de diferencias de secuencia entre el gene y el 

Pseudogene en un rango de aproximadamente 20 nucleétidos. Para el 

Ohgonuclestido sentido (OH12) estas diferencias entre CYP21B y CYP21A 

radican sdlo en 2 de 20 bases mientras que para el oligonucleétido antisentido 

(OH 22) las diferencias radican en 5 de 21 bases (figura 6, parte superior). En 

ambos oligos se buscé una discrepancia en la base del extremo 3’ para aumentar 

la especificidad de la reaccién de PCR. 

Utilizando estos oligonuclestidos el producto de amplificacién esperado 

es de 818 pb conteniendo 280 pb de la regi6n promotora y 580 pb de la region 

codificadora hasta el intron II. La regi6n del intrén III es donde existe un 

mayor nttmero de diferencias entre el gene y el pseudogene. 
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328, Segunda amplificacion liga Gra 
Figura 6 Estrategia seguida para la amplificacion especitica de la region promotora del gene funcional CYP21B. Diseno de oligonucledtidos especthicos (OH12 y OH22) que aprovechan diferencias entre gene y Pseudogene En la parte superior se muestran las zonas sobre las que estos fueron disenados, aprovechando los cambios preventes entre el pseadogene ¥ gene En la parte infertor de la figura se    iruestran los oligonucleotdos de las segunda amplificacion que no distinguen entre CYP21B y CYP2A (OHTT y OH22] fos temaAns de los tragmentos esperados a partir de ambas ar 25 se especifican entre Jas flechas que representan los oligonucteotidos sentdo + antisentide de cada una de las reacciones de amphificacion Se muestra ta ubicacién del oligomucleoado tntemo a la reaccion de PCR utlizado como senda para comprobar la sd.r~ Jad del fragmenta obtemdo a partir de la primera amplficacién, 

  

La amplificacion de este producto se hizo por separado para cada uno de 

los pacientes seleccionados, parhendo de DNA genémico obtenido de linfocitos 

sanguineos. Como reacciones control de la especificidad de los oligonucledtidos 

OH12 y OH22 se usaron ademas como templado un césmido en el que se 

encuentra clonado el gene funcional CY21B (B) ¥ un césmido que contiene el 

pseudogene CYP21A4 (A) La amplificacion de los pacientes vy de los cdsmidos, 
se corne en un gel de agarosa al 1% para verificar la presencia y el tamafio del 

producto de amplificacion (figura 8a). A partir del césmido que conttene el gene 

tancional CYP21B, se obtuvo una banda del tamafo esperacdo que no se 
presento en las reacciones que partian de césmido con el pseudogene CYP21A 

(tercer carr! de derecha a izquierda de la figura 8a) Se pudo observar un 

producto de PCR del mismo peso en Jas muestras amplificadas a partir de DNA 

genomico Los productos de amplificacién corridos en el gel de agarosa fueron 

rransferidas a una membrana de mitrocelulosa y a traves de un ensayo de 

Zo 

 



Southern Blot se determiné ta identidad del producto. Como sonda se utihzo un 

oligonucleotido interno a la reacci6n de PCR (oligonucledtido OH20, ver hgura 

7 y mapa 2) marcado por fosforilacién con [32P] 7 ATP conteniendo secuencia 

compartida por A y B que revelaria ademés la posible presencia de producto 

proveniente de la posible amplificacion del pseudogene CYP21A que pudiera 

estar presente en pequefias cantidades, no detectables por tincion con bromuro 

de etidio. En todos los casos se cbtuvo sefial positiva exceptuando el carril 

correspondiente a la amplificacién a partir del cosmido que contiene el 

pseudogene CYP21A (segundo carril de derecha a izquierda de la figura 8b) 

En el mapa 2 (ver seccién de Materiales y métodos) se muestra la 

ubicacién de los oligos especificos de By la localizacién del oligo interno 

utilizado como sonda. En ja suguiente figura (figura 7) se muestra la secuencia 

de Ja region amplificada por los oligonucledtidos OH11 y OH21 que contiene el 

sitio ASP/Sp1 y que fué utilizado como sustrato para los ensayos de retardo de 

movilidad electroforética. 

   

  

gte getegganad tdecteaage tcgectcaag 
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OH21 

Figura 7- Secuencia de! fragmento de 98 pb, producto de la segunda amphificacsin de la regién promotora 
del gene funcional CYP21B. Se han subrayade los sitios de union a factores de transcripcon conocidos, 
ubicados en esta zona, los sitos CK-2 5 ASP/Spi En negritas se muestra la ubicauion de tos 
ohigorucledtidos ubfizados en la rea.cion de PCR (OHI1 y OH21). 
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Figura §. Andlisis de los productos de amphificacion B especifica de pacientes con deficrencias en la 
enyima 21-OHasa 2) Gel de agarosa donde se separaron los productos de la primera amphtficacion a 
partir de cosmmdo con el gene funcional CYP218 {B), det césmido con el pseudogene CYP214 (A) oa 
partir de DN \ genonuco de 10 mdividuos afectados cuvo numero de identificacion se especifica se 
encuentra en Ia parte superior de cada carnt b) Souther Blot resultado de la transferencia del musmo gel, 
hibridado con ef oligonucleotide mterno al producto de PCR esperado, OH20 (“P] 7 ATP 

Autphificacion de un fragmento de 98 pb del promotor del gene funcional CYP21B 

El producto de PCR de la primera amplificacién especifica del gene 

funcional CYP21B, se utilizoé como templado para una segunda amplificacién 

que incluyera tnicamente la secuencia del promotor en la que estuviera 

contemdo el sitio Spi (figuras 6 v 7). Esta reaccién de PCR se hizo utilizando los 

oligonucledtidos OH11 vy OH21, que generé un producto con un tamafio de 98 

pb. Para constatar la pureza del fragmento amplificado, se corrié en un gel 

desnaturalizaste de acrilamida en donde la presencia del DNA tue revelada con 

una tincién con plata (tig 9a) 
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Figura 9. Amplificacton de un producto de PCR de 98 pb para su uso en ensavos de retardo a} Gel de 
acrilamida tefudo con plata donde se muestra la amphficacton de un fragmento de 98 pb que contiene la 
region Spt del promotor del gene functonal CYP218 obtenrdo a partir del césmdo contentendo CYP21B 
(B), a partir de mdtviduos normales o a party de pacientes con defiaencia 21-OHasa b) Autoradiografia 
del mismo tragmento de 98 pb kinado con [2P] ATP 5 corndo en un gel denaturahzante de acrilamida. 

Los ensayos de retardo requieren que los fragmentos de DNA empleados 

se encuentren marcados racioactivamente con [2P], de manera que con el 

proposito de marcar radioactivamente este fragmento, intentamos purificarlo. 

El producto de la reacexsn de PCR se separé en un gel de agarosa al 1.5% y la 

banda conteniendo el fragmento se purificé utilizando Ia técnica de palvo de 

vidrio (glass powder) como se describe en materiales y métodos. Una vez 

puricado el fragmento se marco con (22P|y ATP por kinacién. La reaccién se 

corrié en un gel denaturalizante de acrilamida cuva autoradiografia se muestra 

(tigara 9b) 

Debido a la baja eficiencia tanto de la segunda amplificacion de PCR 

como del proceso de purificacién, la escasa cantidad de producto marcado que 

obtuvimos al final no nos permitiria utilizar el producto marcado (mostrado en 

la figura 9 b) en los ensayos de retardo de movilidad electroforética. De manera 

que para tratar de aumentar la eticiencia de marcaje del fragmento se opté por 

sintetizario en presencia de un nucleotido marcado radioactivamente 

((°P] ; dCTP}, de tal manera que este fuera mcoorporado directamente al 

producto amvlificado durante “a reaccion de PCR. Esta reaccién yesultd ser 
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mucho més eficiente y adecuada para generar un fragmento DNA que pudiera 

ser utilizado en los ensayos de retardo de movilidad electroforetica. Sin 

embargo esta aproximacién tambien conllevo algunas dificultades técnicas 

debido al la alta sensibilidad inherente a la visualizacion de los productos de la 

amplificacién Encontramos discrepancias entre los patrones electroforéticos 

obtenidos por tincién plata o con bromuro de etidio ¥ por autoradiografia de 

los productos de PCR. En la autoradiografia de los geles de acrilamida, con 

frecuencia aparecian subproductos inespecificos generalmente de mayor peso 

molecular y en menor proporcién que el producto de 98 pb, que no se habian 

visualizado con técnicas menos sensibles como la tincién con plata o con 

bromuro de etidio. En la figura 5 podemos ver dos geles de. acrilamda en los 

que se corrieron dos reacciones de PCR distintas con [32P] a dCTP incoorporado 

directamente en la reaccién de PCR. En una de ellas (A) se observan 

subproductos inespectficos mientras que en la otra (B) solo aparece el 

fragmento de 98 pb. Las condiciones para lograr una reaccién de PCR adecuada 

que pueda ser utilizada para los ensavos de retardo, requieren Pprecauciones 

que generalmente no son necesarias para una reaccion de PCR comtin, como la 

esterilidad de todos los reactivos y la limpieza del area de trabajo Bajo estas 

condiciones fué posible obtener productos de PCR adecuados, en donde el 

fragmento de 98 pb representa mds del 99% de los productos de la reaccion 

Estas reacciones resultaron ser adecuadas para realizar ensavos de retardo de 

movilidad electioforética. 

Ya que resultaba importante contar con el fragmento de 98 pb con la 

secuencia del promotor del gene no funcional CYP21A como control en los 

ensayos de retardo de movilidad electroforética, realizamos la amplificacion del 

mismo con los oligonuclestidos OH11 y OH21 (que comparten secuencia entre 

Ay B) a partir del césmido en ei que se encuentra clonado el pseudogene 

CYP21A. Al realizar esta amplificacion siempre encontramos mayor proporcién 

de subproductos inespecificos de mayor peso molecular al esperado (ver figura 

10) Sin embargo con este fragmento de 98 pb amplificado a partir del 
  eadogere obtuvimos resultadas :ntormaavos al utiizarle como sustrato en 

 



los ensayos de retardo de movilidad electroforética. 
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Figura 10- Anahsis de fos productos de PCR de segunda amplificacion a partir de cosmido que contiene el gene funcional CYP21B (B), del pseudogene CYP21A (A), de mdividuos controies normales (n) o de indi iduos afectados con HSC (p), Ios numeros de identficacion se muestran en la parte superior de los geles. Los dos geles presentados muestran distmtos grados de pureza del fragmento amphficado, ef fragmento de 98 pb se muestra con una flecha a) Reaccién de PCR donde se amplifican subproductos de mayor peso molecular. b) Reaccién de PCR en la que se amphficé con alto grado de pureza el fragmento de 98 pb Autoradiogratia del gel de acrilamda denaturahzante donde se separé la raccion de 
amphficacrén c) Autoradiografia del gel de acrilamida denaturalizante donde se separaron las reacciones de amplificacton los productos obtenidos de la amphfcacién del fragmento de 98 pb a partr del gene funcional CYP21B v del pseudogene no funcional CYP21A. Se muestra la presencia de subproductos de 
mayor peso molecular en el caso de pseudogene Del lado derecho de cada carl se muestra la 
densitometria de una linea vertical que lo atraviesa, para mostrar cuantitativamente la cahdad de ambos 
fragmentos Las umdades de Ia grafica representan cpm detectadas por el Fosforrmager 
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Una vez obtemdos los fragmentos de 98 pb marcados con [?P] a dCTP 

derivados de la primera amplificacién y procedentes de DNA genémico de 

pacientes, se procedié a probar su capacidad para formar complejos en los 

ensayos de retardo de movilidad electroforética 
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Identificactén de los contpleros formados por el fragmento de 98 pb y el factor de 

transcripe.dn Spt 

En la siguiente gura se muestra un ensayo de retardo en el que se 

utilizé este fragmento obtenido a partir del césrmdo con el gene func:onal 

CYP21B (8), con un individuo normal, o con dos individuos afectados en 

actividad de 21-Ohasa que presentan tenotipos de perdedor de sal (125) v 

virtlizante siitple (124) 

B 124 125 135 
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45% 44% 65% 

Figura 11- Autoradiografia de un ensa\o de retardo de movilidad electrotoretica en el que se ensay aon 
fragmentos obtendes a partir de cosmado con ef gene funcional CYP218 (B), a partir de indis iduos 
normafes (n) \ a part de pacientes deficientes en actividad de 21-hidroailasa {p) cuyos numeros de 
idenhficanon se muestra en la parte superior de la tgura Los valores de parte interior de ta hgura 
representan la fraccion de oligonucleotide marcado desplazado en presencia (~)\ en ausencia (} ce SpVI 
de oligonucieotide Sol trio



En el ensayo que se muestra en la figura 11 podemos ver la formacién de 

complejo con proteinas nucleares al utilizar el fragmento de 98 pb en retardos 

de movilidad electroforética. Para determinar si estos complejos contenian al 

factor transcripcional Sp] al ensayo se incluyé un ohgonucleétido comercial que 

contiene el sitio de unién a Spl, con el propésito de competir posibles 

complejos que tuvieran este factor. En la figura 11 se observa el desplazamiento 

correspondiente a la competencia con oligonucledtido frio (carriles con el 

simbolo +). La intensidad de la banda correspondiente al complejo se cuantificd 

después de digitalizar las cpm en un Storm (Molecular Dynamics) y fué 

calculado como porcentaje de desplazamiento con respecto al total no 

desplazado. Resulta interesante observar que el desplazamiento relativo en 

individuos controles normales (n) y en B, es menor que en el caso de individuos 

afectados con HSC (p). 

Con la intencién de completar la caracterizacién del complejo formado 

con el fragmento de 98 pb utilizamos anticuerpo dirigido contra el factor de 

transcripcién Sp, afiadido al ensayo de retardo. En este caso observamos la 

migracién diferencial del complejo formado por Spl. Probamos también la 

formacién de complejo entre el factor de transcripcién Spi y el oligonucleotido 

que contiene el sitio consenso de unién a Spi marcado con “P. En la figura 12 se 

ilustra la formacién de un complejo con Sp] (1) y la confirmacion de que se trata 

de un complejo que contiene la proteina Sp1 al utilizar anticuerpo y observar un 

retardo mayor en la movilidad electroforética (supershift) (II). Este mismo 

comportamiento se muestra con fragmento obtenido a partir del gene funcional 

CYP21B (Bj, de un individuo control normal y al utilizar oligonucleétido con el 

sitio Sp1. 
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ta W2e Formacin de un complee que contiene al factor Spl v secuencias amplificaias @ partir del 

otor del gene CYPTIB Autorachografia de un ensayo de retarde con ei fragmento de 98 pe ooleniae 

iparhr del cosmid que contiene el gene funcional CYP21B (B), @ partir de un mdse rduo control normal 

(133) ) ubiizande el oligonucleondo comercial que contiene el sitio consenso de union 4 Spl Donde asi se 

indica, se vilizo anhcuerpo dingide contra Sp (-). Los complajes formados sin ancuerpo (I) y con 

anticuerpo (II) se encuentran senalados con flechas. 

  

   

Deternanacién de diferencias de desplazamuente entre el gene y el pseudogene, y entre 

mdirduos normales y pacientes 

Con el fin de conseguir desplazarmento diferencial entre mdividuos 

normales e individuos afectados, se prabé la capacidad del fragmento de 98 pb 

obtenido a partir del gene funcional CYP21B (8) obtenido en una reaccion de 

PCR sin nucledtido radioactivo (frio), para desplazat la formacion de complejo 

con Spl 

En este ensavo de retardo se observa el desplazamiento obtenido al 

competir el complejo con un exceso de aproximadamente 20 veces del 

tragmento de 98 pb obtemido a partir del césmido que contiene el gene 

funcional CYP21B. Puede observarse que el desplazarmento se Neva a cabo 

adecuadamente » ademas que este se presenta em mayor proporcién en los



individuos afectados que en el control y en el césmido con el gene funcional (B). 

La caracterizacién del total de los individuos afectados y de los 

indrviduos normales utilizados como control, se Ilevé a cabo empieando como 

competidor frio el fragmento de 98 pb amplificado a partir del gene funcional 

CYP21B 

Con el fin de valorar el ensayo como método para detectar diferencias en 

la interaccién del promotor de CYP21B y el factor Sp1, se utilizé como control el 

fragmento de 98 pb obtenido a partir del césmido en el que se encuentra 

clonado el pseudogene CYP21A. El patron de complejos que forma este 

fragmento, no es el mismo que el que forma el fragmento obtenido a partir del 

gene funcional 0 de DNA genémico, debido a la mayor proporcién de 

subproductos de mayor peso molecular (ver figura 10 C). Sin embargo, los 

datos que arroja son informativos, ya que el desplazamiento observado fué 

mayor que el obtenido con el fragmento proveniente del gene funcional 

CYP21B. Esto puede verse claramente en la figura 14, donde ei desplazamiento 

obtenido con el individuo normal utilizado como control y el obtenido con el 

gene funcional, son menores que en los individuos afectados y que en el 

pseudogene no funcional CYP21A. 

Al lievar a cabo estos andlisis con los demas pacientes, encontramos 

diferencias cuantitativas de desplazamiento de los complejos observados. En la 

siguiente figura pueden verse el resto de la colecci6n de pacientes candidatos a 

mutaciones en regi6n promotora del gene CYP21B. Puede observarse el 

desplazamiento diferencial entre los individuos con HSC y los individuos 

normales o el gene funcional CYP21 
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Figura 13.- Desplazamiento diferencial entre individuos con deficiencia en 21-hidroxilasa (P) e undividuos 
normales (N) , uthizande como control el gene funcional CYP21B (B) y el pseudogene no funcional 
CYP214 (A) Autoradiografa de un ensavo de retardo de movilidad electroforetica Se ublizo como 
competidor tio al fragmento de 98 pb obtenido de la reaccién de PCR sin marcar, amphficando a partir 
del gene funcional CYP21B. Se seftalan los carniles en los que se utlzé compendor frio (+). El careil 
donde se utilize el doble de canudad de competidor ino que en los demas, s¢ sefala con un simbolo (+) de 
maver tamano Se indica el carr en el que se uthzo un antcuerpo contra Spl (°) para identificar el 
complejo que vontiene el factor de transcripcién Este complejo se encuentra sefalado con una fiecha. Los 
numeros de identificacton de los incivicuos uttlizados se muestra en la parte superior de! gel. En ef carn 
en donde no se ublizo extractos nucteares para la reahzanén del ensayo aparecen Jas letras NP (No 

Proteina} 

Encontramos que existian diferencias significativas entre el 

desplazamiento del fragmento de 98 pb obtenido a partir del gene funcional 

CYP21B v el obtenido a partir de pseudogene no funcional CYP21A Se realizd 

una prueba de ¢ para los valores de desplazamiento entre estos dos tipos de 

fragmentos. En Ja siguientes graficas puede verse que el desplazarmento 

diferencial resulta mayor en aproximadamente un 40% en el caso del gene 

funcional que en el pseudogene. 
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Figura 14. Fn estas figuras se encuentra representado el porcentaje de desplazanuento relativo de tres 
pacientes (p26, pl8 y p97) v de un individuo normal (138), comparados con el desplazamuento relative 
del gene funcional CYP21B (B) y del pseudogene no funcional CYP21A (A) Se sefala el tamaito de la 
snuestra ubhzada para cada caso \ el numero de identificacion de cada pactente En la parte de abajo de la 
figura podemos ver en cada caso los valores promedio de desplazamiento con los que se realize la grafica 
Elvalor deg al comparar A y B fue menor a 005 (7) 

En la figura 14 puede verse que las diferencias entre el desplazamiento 

obtenido de el gene v el pseudogene son significativas Los desplazamientos 

obtemdos de los pacientes analizados son mavores que el pseudogene Ay 

menores que el gene B, pero las diferencias entre ellos no son significatwas de 

manera que no es posible establecer una correlaci6n entre el indice de 

desplazamiento y el fenotipo clinico de los individuos analizados Ei valor de p 

   
al comparar individuos normales y pacientes result6 de 0.23, En la siguiente 

tabla se muestran los valores de desplazamientos relativos obtenudos de los 12 

pacientes utilizados en este estudio. 
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Porcentaje de 

  

  

Numero de Genotipo Eenonpo des, lazamiento 
rdenaficacion relativo 

36 Sin mutacion Virilizante 47% 
97 Sin mutacion No clasico 25% 
135 Sin mutacion Perdedor de sal 24% 
9% Sin mutacion Virthzante o No Clasico (?) 45% 
18 Hm E10 Perdedor de sal 24% 
26 Hm E10 Varshzante 33% 
3 Hm E16 Virihzante 70% 
3 Hm £10 Perdedor de sal 42% 
m HtE10, Hm E-1 No clasico 47% 
46 Hm det 2GG, codon 482 Perdedor de sal 70% 
328 Hm L2Ht B4 Perdedor de sal O% 
4 Hm 1-2 Hr E-4 Vinhzante 64% 
  

Tabla 3.-Resultados de Ios desplazamientos obtenidos con Jos pacientes analizados en este 
estudio. 

  

iit-heterocigo para la mutacion sefalada 
Hm-homoeigo para la mutacion sehalada 
La descripeion de las mutactones se encuentra en la tabla 1 
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DISCUSION 

La hiperplasia suprarrenal congénita es una enfermedad hereditaria en la 

que la principal limitacioén para su tratamiento radica en el diagndstica 

adecuado y oportuno. Debido a que es facilmente controlable con terapia 

substitutiva oral, es diffcil entender el alto indice de mortalidad al que se 

encuentra asociada, en particular en individuos de sexo masculino (Ordofiez et 

al, 1997). La implementacién de métodos de diagndéstico molecular y de 

tamizaje clinico que puedan realizarse de manera rapida y sencilla resultaria de 

gran utilidad en la practica clinica. 

Este trabajo describe la implementaci6n de un ensayo de retardo de 

movilidad electroforética como un método para el andlisis de un elemento 

esencial de la funcién de la regién promotora de un gene: la capacidad de unir 

proteinas que activan la transcripcién. Este ensayo de interaccion 

DNA-proteina permitié analizar la regién promotora del gene CYP21B en 

pacientes con hiperplasia suprarrenal congénita. La implementacién de este 

tipo de metodologia 1 .ulta novedosa ya que nunca antes ha sido descrita para 

diagnéshco de posit.» alteraciones en la capacidad de uni6n (transcripcional) 

de la regién promotora de pacientes con un defecto genético. Esta metodologia 

podria ser implementada para el tamizaje de posibles alteraciones en la region 

promotora de otros genes implicados en distintas enfermedades hereditarias 
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La amplificacién CY P21 B-especifica 

La enzima 21-hidroxilasa es codificada por dos genes distintos, 

localizados en tandem y muy cercanos entre si, a una distancia aproximada de 
30 Kb. El gen tuncional CYP21B comparte 98% de :dentidad con el pseudogene 
CYP21A. Debido a que Ja mayoria de las mutaciones asociadas con la 

deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa son las mismas que existen en el 

pseudogene, se considera que este ultimo sirve como un reservorio de 

mutaciones que son transferidas al gen funcional CYP21B por eventos de 
recombinacidn ilegitima. Por esta razon es indispensable que el método de 
amplificacion del gene CYP21B a partir de pacientes sea especifico evitando 

amplificar la misma regién del pseudogen. Esto se logré disefiando 

oligonuclestidos en las regiones donde existen diferencias de secuencia entre 

gen y pseudogene (generalmente se busca tener 2 a 4 cambios en 20 pb): Como 
controles de amplificacién positiva y negativa se emplearon DNAs de césmidos 

que tienen clonado de manera independiente el gen o el pseudogerie. 

El disefio de oligonucleétidos debe tomar en cuentas aspectos como la 

afinidad con la cadena complementaria y la estabilidad del extremo 3° 
(oligonuclestidos con alta estabilidad en el extremo 5’ y con baja estabilidad en 

el extremo 3° permiten mejor eficiencia en las reacciones de PCR) (Wojciech, 

1992}. El programa utilizado para el disefio de los oligonucledtidos toma en 
cuenta estos aspectos. Cabe mencionar que los oligonuclestidos especificos que 

resultaron del disefio, no presentan grandes diferencias entre el gene v el 

pseudogene, constituyendo entre el 10% y el 15% de la secuencia total de los 

oligonuclestidos B-especificos (ver figura 6). A pesar de esto, la estandarizacién 

de las condiciones atiecuadas en Ja reaccion de PCR, (como la temperatura de 

alineacion y el némero de ciclos) permitieron utilizarlos para lograr 

amplificaci6n especifica del gene funcional (figura 8). 

Algunos de los oligonucleétidos disefiados como B especificos puedieron 

ser utilizados para amplificar a partir del césmido que contiene el pseudogene 

CYP21A bajo condiciones de baja temperatura de alineamiento durante el PCR, 
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El contar con césmidos en el que se encontraran clonados el gene 

funcional o el pseudogene nos permutié evaluar durante todo el proceso de 

amplificacién la especificidad y fa eficiencia de las reacciénes. No hubtera sido 

posible comprobar con certeza la especificidad de los oligonucle6tidos 

utilizados para la amphficacion B-especifica de no contar con estos controles. La 

evaluacion de la calidad de los producto de PCR fue posible también gracias a 

la disponibilidad de estos controles Por ejemplo, al llevar a cabo la primera 

amplificaci6n B-especifica a partir de DNA genémico de individuos afectados o 

de individuos normales, también se amplificaron, en algunos casos v en menor 

Pproporcién un fragmento de menor peso molecular al esperado de 818 pb 

(figura 8a). Este fragmento parece ademas compartir cierta identidad con ei 

producto principal ya que en algunos pacientes pudimos ver hbridacion del 

mismo al utilizar como sonda un oh:gonuclestido interno a la reaccion de PCR 

(figura 8b). Podria tratarse del producto de un gene con el que CYP21B pudiera 

tener cierta semejanza, posiblemente otro gene esteroidogénico. Es importante 

entonces el que este producto de amplificacién inespecifica de 818 pb no 

apareciera en las reacciones obtenidas a partir del césrmido en el que se 

encuentra clonado el gene funciviat, confirmando el origen gendomice de este 

producto. 

Segunda amplificacién para generar t-mplado para ensayo de retardo 

La reaccién de segunda amplificacién para obtener un fragmento de 98 

pb que contiene sélo ia regién promotora de interés, no se Ilevé a cabo con 

oligonuclestidos CYP21B especificos (ver figura 6}, lo que ademas de tacilitar el 

disefio de los oligonucledtidos para la reaccion de PCR y aumentar la eficiencia 

de la reaccién, permitié la obtencion de este fragmento a partir tambien de! 

césmido en el que se encuentra clonado el pseudogene no funcional CYP21A. 

Los fragmentos de 98 pb generados a partir de los cosmidos con el geno el 

pseudogene fueron utilizados como control en los ensayos de retardo



La segunda amplificacién se Uevé a cabo utilizando como templado 

ajtas diluciones {1 en 10000) de la primera amplificacién, lo cual permite 

disminuir la presencia de contaminantes o de templados inespecificos. A pesar 

de ser mas eficiente que Ja primera amplificacién, esta segunda amplificacion 

produce un fragmento pequerio, diticil de purificar eficientemente por métodos 

convencionales para su marcaje a través de kinacién La incorporacion de un 

nucleétido marcado ((?P]adCTP) a la reacci6n de PCR resolvié el problema de 

la purificaci6én v el posterior marcaje del mismo, ademas de aumentar 

considerablemente la actividad especifica del fragrnento. Sin embargo, hay que 

hacer mencién que la incoporacién directa del nucleétido marcado 

radioactivamente puede tener inconvenientes secundarios debido a Ia alta 

sensibilidad con que los fragmentos de la reaccién pueden ser detectados por 

autoradiografia (figura 10a). Esto hizo necesaria la aplicacién de precauciones 

de esterilidad adicionales para evitar la presencia de otros potenciales 

templados de amplificacion. 

Para los ensayos de retardo es necesario obtener un fragmento de 

amplificaci6n marcado radioactivamente con una alta actividad especifica, ya 

que la cantidad de factores transcripcionales presentes en los extractos 

nucleares es de orden pM, por lo que Ja cantidad de complejo que se forma es 

muy pequefia (entre el 1 y el 2% del DNA marcado). El marcaje radioactive por 

kinacién el producto de PCR no alcanz6 la actividad especifica necsaria para 

visualizar el complejo DNA-factor nuclear, por lo que se opté marcar el 

fragmentos incorporando [3?P]adCTP a la reaccién de PCR. 

La validacién del ensayo de movilidad electroforética como método para 

detectar alteraciones de interaccién DNA-proteina fué posible por contar con el 

fragmento proveniente del césmido con el pseudogene CYP21A. La obtencién 

de este fragmento no fué sencilla ya que al amplificar la region de 98 pb, se 

amplificaban inespecificamente otros productos de PCR, generalmente de 

mayor peso molecular. A pesar de cllo fué posible demostrar que este 

fragmento forma los mismos complejos que el fragmento del gene funcional y 
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realizar un ensayo de desplazamuento que fue comparado con Ja untdn de estos 

complejos con respecto a los formados con el fragmento del gen CYP21B. 

EI fragmento de 98 pb forma complejos 

Dado que el factor de transcnpcién Spl es ubicuo, exploramos diversas 

fuentes para la obtencién de esta proteina nuclear Una buena fuente de 

proteinas nucleares v de Spl en particular resuilto ser la linea celular L920 

(fibroblastos_ murinos de pulmén embrionano), de jos que obtuvimos 

cantidades de proteina superiores a otras lineas ensayadas. Por esta razon todos 

los estudios se Hevaron a cabo con esta linea. Con fines comparativos se hizo un 

ensayo con proteinas nucleares extraidas de la linea celular Y-1 (células 

tamorales de giandula suprarrenal de ratén), obteniendo un patron de bandeo 

similar a la que se obtuve con extractos de células L929 (datos no mostrados}. 

El fragmento de 98 pb amplificado va sea a partir del gene funcional, del 

pseudogene no funcional, 0 a partir de DNA gendomico de individuos no 

afectados o pacientes, fue capaz de asociarse con proteinas nucleares. Estas 

asociaciones pueden ser visualizadas como bandas en los ensayos de retardo de 

movilidad electroforética Los complejos formados con el templado de 98pb 

fueron en su mayoria especificos ya que no fueron desplazados al ublizar un 

polinuclestido que compite por carga como el polidldC (datos no mostrados) 

El fragmento ampiificado resulté capaz de formar mds de un compiejo 

lo cual puede deberse a la diversidad de sitios de unién para factores de 

transcripcion presentes en esta region (ver figura 5). Sin embargo, fue posible 

discriminar entre el complejo o complejos formados especificamente con ei 

factor de transcripcién Sp] y los complejos formados con otras proteinas 

nucleares. Esta identificacion fue posible gracias a dos herramentas: 1) la 

utilizacién del un oligonucledtido que contiene el sitio consenso de urién para 

este factor de transcripcién (figura 11) y 2) el uso de un anticuepo dingido 

contra e{ factor de transcripcién que al unirsele altera la movilidad 

electroforética de todo el complejo (lo que se conoce como “supershift” va que el 
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complejo formado por el DNA, el factor de transcripcién y el anticuerpo migra 

mas lentamente, figura 12 La naturaleza dimérica de Spt (McKnigth 1986, 

Kadanoga 1986) podria explicar la presencia de mas de una complejo durante la 

caracterizacion del mismo 

En los ensavos de retardo de movilidad electroforética en los que se 

utilizaron extractos nucleares de la linea celular Y-1 pudimos distinguir 

Pequefias diferencias en el patrén de los complejos formados. Estas diferencias 

pueden deberse a Ja presencia del factor de transcripcion ASP, especifico de las 

celulas de la glandula suprarrenal, v responsable en parte de la expresién tejido 

especifica del gene CYP21B (datos no mostrados). 

  

  El ensayo di     ‘do es capaz de detectar diferencias entre mdroudiios normales y 

los pacientes con HSC. 

El ensayo de retardo implementado nos permitio detectar diferencias 

cuahtativas de desplazamiento entre los distintos individuos anahzados 

{controles vs pacientes, figuras 13 y 14) Esto fué posible empleando como 

competidor frio el fragmento de 98 pb amplificado a partir del gene funcional 

CYP21B, que consiguié desplazar especificamente la mayoria de los complejos 

formados. Esto no fué posible al utilizar el ohgonucleétido con el sitio consenso 

de unién a Spl, va que el fragmento de 98 pb conhene sitios de unién para 

distintos factores de transcripcion (incluyendo el factor Spt, figura 5) De esta 

forma, una de las ventajas de utilizar como competidor frio al tragmento de 98 

pb proveniente del promotor del gene funcional CYP21B, es que estamos en 

posibilidad de evaluar alteraciones en la capacidad de unién de este fragmento 

debidas a cambios de secuencia presentes o no en et sitio de union para el factor 

de transcnpcion Sp1. 

El desplazamiento observado fue mayor al utilizar el fragmento de 98 pb 

provenuente del pseudogene (42 %), comparado con el del gene funcional 

CYP21B o el de Jos controles sanos (13 y 18 % respectivamente), como se 

describe eb Ia figura 14 Los pacientes con deficiencia de 21-hidroxilasa 
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presentan un desplazarmento intermedio como se ejemplifica en la figura 14 a) 

fenotipo virilizante simple con un desplazamiento de 33% {paciente No 26), b) 

fenotipo no clésico con un desplazamiento de 23% (paciente No 97) v c} 

fenotipo perdedor de sal de 25 % (paiente No 18). Ya que el fragmento de 98pb 

de los pacientes proviene de DNA genédmico total, el ensayo analiza 

simultaneamente la mezcla del alelo paterno con el materno. 

El haber encontrado diferencias entre el desplazamiento del promotor 

del gene funcional CYP21B (13 %) y del pseudogene CYP21A (42 %) con una p= 

-0409 (figura 14), nos permitié validar este método como prueba funcional para 

la busqueda de alteraciones en promotores de pacientes a través de ensayos de 

retardo de movilidad electroforética 

No contamos con informacién de secuencia del sitio Sp1 en los pacientes 

analizados, sin embargo andhisis preliminares con la enzima de restricci6n Aci-1 

que distingue cambios de secuencia en ese sitio, sugieren que ninguno de los 

pacientes analizados hasta el momento tiene cambios de bases con respecto a la 

secuencia del gene funcional en esta regién (resultados obterudos como parte de 

otra tesis de licenciatura). Ya que nuestro ensayo detecta diferencias en la 

afinidad del complejo SPI a través de evaluar diferencias cualitativas en el 

desplazamiento con templado frio, esto implica que la menor afinidad aparente 

encontrada en nuestros pacientes podria explicarse por al menos dos 

mecanismos: 1) a través de alteraciones en !a afinidad de otros factores de 

trascripcién que se unen en algun otro sitio de la secuencia del templada de 98 

pb y que afectan de manera directa o indirecta la interaccién con la proteina 

Spi, 2) cambios de secuencia que alteren la estructura secundaria o terciaria de 

ia region y por Jo tanto dificulten la interaccién de la protema Spl con el DNA. 

El hecho de haber logrado desplazarmento diferencial entre el promotor 

de gene y pseudogene y que el desplazamiento observado sea mayor al 

adicionar cantidades crecientes de competidor frio, hace a este ensayo util para 

detectar diferencias en la capacidad de unién de factores de transcripcién en 

promotores amplificados a partir de DNA gendémico de pacientes El ensayo 

que hemos montado podria ser implementado para el estudio de otros 

“



promotores va que es posible llevar a cabo desplazmiento diferencial, aunque 

no se cuente con el oligonucledtido comercial que contenga ei sitio consenso de 

unidn al tactor de transcripcion en cuestion para ser utilizado como competidor 

trio ( que es como comunmente se realizan !as competencias en los ensayos de 

retardo de movilidad clectroforética) Gracias a que es posible obtener 

despiazamemnto diferencial, utilizando como competidor frio ef fragmento 

amplificado a partir de un alelo patron (en este caso a partir del gene funcional 

CyYP21B) el estudio puede Ilevarse a cabo incluso sin que los distintos sitios de 

union y factores transcripcionales de la region promotora de un determinado 

gene havan sido caracterizado con detalie 

Los ensayos de retardo como herramenta climea 

La nperplasia suprarrenal congénita puede ser diagnosticada a distintos 

nuveles. Después de la exploracién chica, la primera prueba bioquimica consite 

en la medicion de los niveles circulantes de 17-hidroxiprogesterona, el 
metabolito de la biosintesis que sirve como sustrato a la enzima 21-hidroxilasa y 

que puede elevarse hasta 10 000 ng/ml, mil veces por encima de su ruvel 

normal (ver figura 3). 

Con las revisiones médicas de rutina, en muchos casos no resultan obvia 

la deteccién de esta entermedad, debido a que generalmente se presentan 

sintomas que puede asociarse a otros padecimuentos. Es comtin que nifios recién 

nacidos escapen al diagnostico clinico ya que los signos y sintomas por exceso 

Ge andrégennos no son tan aparentes como en productos del sexo femenino, y 

muchos de ellos mueren por crisis de perdida de sal debido a la deficiencia de 

aldosterona. Un niiio con fenotipo perdedor de sal, presenta vormtos y diarreas 

severas en el periodo posnatal; este cuadro clinico facilmente puede 

confundirse con intecciones del tracto digestivo, comunes en paises en vias de 

desarrollo De manera que muchos de estos pacientes no son diagnosticados 

adecuadamente y  mwueren pudiendo haber sido tratados con 
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mineralocorticoides. Otro problema del diagndstico deficente es ta 

imposibilidad de proporcionar consejo genético a las tamulias atectadas. 
Para las 17 mutaciones reportadas en la regién codtficadora o Jos 

intrones se llevan a cabo actualmente andlisis de hibridacion © secuenciacion 
directa del gene Este tipo de estudios son dificiles de implementar a gran 
escala, por ejemplo para tamizaje noenatal. Contar con un método de tamizaje 
rapido en el que se puedan evidenciar alteraciones en las interacciénes 

DNA-proteina en el promotor de este gene seria de gran utilidad en aquellos 

pacientes donde lay Jeterminaciones de 17-hidroxiprogesterona sean sugestivas 

de bloqueo de la via biosintetica de cortisol. A pesar de que atin no han sido 

descritas mutaciones en ta region reguladora del gen CYP21B en pacientes con 

HSC, existe evidencia molecular y clinica que sugiere que algunos de los 

pacientes pudieran tener mutaciones en la regién promotora. Por ejemplo, 
aproximadamente un 20% de los alelos de pacientes mexicanos no parece tener 

ninguna de las 17 mutaciones descritas en otras poblaciones. Ademas dentro de 

esta misma poblacién de pacientes fueron identificados individuos con 

mutaciones idénticas en la regién codificadora gue presentan fenotipos clinicos 
distintos (e.g virilizantes vs perdedores de sal) (Ordofiez et al, en prensa) En 

estos individuos mutaciones que afectaran la capacidad transcripcional del gen 
podrian explicar las diferencias en la expresién clinica del padecimiento. El 

hecho de que atin no se hayan decrito mutaciones de tegulacién en pacientes 

con HSC por deficiencia de 21-hidroxilasa pudiera deberse a que es dificil 
definir el efecto funcional de cambios de secuencia encontrados en esa tegion. 

El unico estudio que ha demostrado diferencias en la capacidad del promotor 
del pseudogene con respecto al gene funcional fué descrito para el sitio Spl. Un 

s6lo cambio de base en ese sitio es capaz de reducir la eficiencia transcripcional 

dei promotor un 80%. Evaluar Posibles alteraciones en la regién promotora de 

los pacientes requeriria ademas de Ja identificacion de uno o mas cambios de 
secuencia, la demostracion de su efecto funcional. Demostrar que estos cambios 

alteran la capacidad transcripcional requeriria por ejemplo, de clonar estas 
regiones en vectores de expresién, donde el promotor analizado dirija la 
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transcripcion de genes reporteros. Este tipo de ensavos ademas de costosos no 

son facilmente mplementabies al estudio de un gran numero de pacientes 

Ademas este tipo de andlisis tiene Ja limitante de que al subclonar en vectores 

de-expresion los praductos de PCR, se separan los alelos paterno y materno por 

lo qué se tiene que probar un numero grande de clonas por individuo para 

asegura que se estan estudiando ambas cupias (materna y paterna). En este 

sentido ei ensayo establecido por nosotros representa una alternativa valiosa 

para el tamizaje rapido de alteraciones en ia tuncionalidad de la regién 

Promotora en pacientes. En particular para este trabajo fueron seleccionados 

pacientes candidates a mutaciones en regién promotora por tres critenos (tabla 

2): 1) pacientes no portadores de ninguna de !as 13 mutaciones conocidas mas 

frecuentemente asociadas en otras poblaciones, 2) pacientes portadores de un 

cambio en ex6n 10 (N4935), el cual se encuentra mas frecuentemente de forma 

homociga en pacientes con HSC y que parece estar en desequiltbrio de enlace 

con una mutacién atin no identificada y 3) pacientes con mutaciones idénticas 

en Ja region codificadora o intrones que presentan fenotpos clinicos distintos. 

Estos 10 pacientes fueron seleccionados de un total de 54, después del andlisis 

mutacional a través de secuenciacion directa del gen, por lo que no resulta 

extrafo que en todos ellos aparecieran diferencias de desplazamiento con 

respecto a los controles sanos, 

En el laboratorio de la Dra. Tusié, se lleva a cabo el andlisis de la region 

Promotora del gene CYP21B en pacientes desde diversos puntos de vista 

Ademas de la secuenciacién directa, se han realizado andlisis por enzimas de 

restriccion vy PCR-SSCP, Estos estudios son complementarios a los ensayos 

funcionales y a los de interaccién DNA-proteina y como el de retardo en la 

movuidad electroforética descrito en esta tesis. 

Correlacion entre desplazamento y el fenobipo de los pacientes 

Aunque en principio el ensavo de retardo de movilidad electroforética 

montado nos permite establecer diferencus 

  

altanvas en la capacidad de 
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union al factor Sp] a los productos de PCR de los distintos pacientes, no se 

oberv6 una correlacion entre el grado de desplazamiento detectado \ el 

fenotipo presentado por los paciente Sin embargo, la validez de este ensavo 

queda documentada por las diferencias en el desplazamiento que muestran los 

fragmentos amplificados a partir de las versiones clonadas de CYP21B o 

CYP21A. Un paciente que presentara en el gene funcional CYP21B sdlo el 

cambio de C por T en el sitio de union a Spl, proveniente del pseudogen 

CYP21A, como mutacion homéaga (en ambos alelos) presentaria un 

desplazamiento del 42 % o mayor, semeyante al observado para el promotor 

derivado del pseudogen CYP21A. Por otra parte, un paciente que presentara 

esta mutacion de forma heterdaga (sdlo en un alelo) presentaria un patron de 

desplazamiento intermedio entre el control normal CYP21B y el del 

pseudogene. Adicionalmente, el desplazamiento con productos de PCR 

provenientes del promotor de CY21B de individuos no afectados muestran una 

gran variabilidad (del 30 al 70%). Esta dispersion puede deberse en parte a la 

complejidad generada por la presencia homéciga o heteréciga de distintas 

cobinaciones de polifornusmos y/o mutaciones capaces de afectar la unién de 

Spl, de manera directa o indirecta. De hecho, que el porcentaje de 

desplazamiento relativo para el producto de PCR de individuos normales fuera 

menor al que se observé pata el fragmento amplificado a apartir del gene 

funcional CYP21B, sugiere la presencia de polimorfismos y/o mutaciones 

presentes en la regién promotora amplificada. Es muy probable que los cambios 

de secuencia se encuentren fuera del sitio de union de los factores de 

transcripion conocidos. 

La amplia distnbucion de los valores de desplazamiento en individuos 

normales y pacientes pudran reflejar interacciones compleyas que ocurren entre 

los factores de trancripcién presentes en nuestros extractos nucleares y la region 

del promotor que utilizamos como templado de nuestros ensayos. Vale la pena 

resaltar que aunque no conocernos con exactitud la naturaleza de estas 

interacciones, el ensayo que hemos montado es capdz de detectarlas. Para 

poder establecer con mas presicién estas interacciones podrian estudiarse los 
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diversos complejos que el fragmento de 98 pb es capaz de formar comparando 

el desplazamiento de estos complejos con el desplazamiento de los complejos 

que contienen Sp1 e identificando los factores transcripcionales presentes en 

estos complejos. Esta informacion se complementard con la secuencia de esta 

regién de 98 pb en estos individuos que permitré conocer las posibles 

alteraciones asociadas a las diferencias en desplazamiento observadas (proyecto 

de otra tesis de licenciatura). 

Ya que mutaciones homédcigas o heterécigas pueden estar presentes en 

pacientes con distintos fenotipos clinicos, y que estos a su vez pueden tener una 

combinaci6n distinta de polimorfismos y mutaciones adicionales en la regién 

codificadora, es dificil predecir el efecto final de los distintos cambios sobre la 

actividad enzimatica. Estudios de expresién mm vitro han establecido que los 

pacientes perdedores de sal tiene abatida completamente la actividad 

enzimatica, mientras que los virilizantes simples tiene mutaciones cuyo 

resultado final es actividad residual de alrededor de un 2% (Tusié Luna et al 

1990). Un paciente perdedor de sal en donde pudiéramos establecer correlacién 

fendtipica a través de ensayos de retardo tendria que ser portador de 

mutaciones homécigas cuyo efecto fuera el de abatir completamente la 

actividad transcripcional del gen. 

La compleja correlacion entre el genotipo y el fenotipo en HSC hace 

suponer que solo en aquellos individuos en los que la mutacién en él sitio Spl 

fuera responsable de la gravedad clinica de la enfermedad podriamos establecer 

correlaciones entre la alteraci6n de las interacciones DNA-proteina y el 

fenotipo. Una dificultad a lo largo de nuestros ensayos fué el no poder 

cuantificar los productos de PCR tanto frios como marcados. Al no disponer de 

la concentracién de estos fragmentos no fué posible establecer Ja relacién de 

masa entre el templado marcado y ef competidor frio mas que de forma 

relativa. De manera que entre los distintos ensayos no se conservd de manera 

constante Ia relacién de templado marcado y competidor frio, Esto podria 

explicar también la alta variabilidad inter-ensayo que tuvimos. Es 
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recomendable reahzar el ensayo un numero suficiente de repeticiones {al 

menos 5) para eliminar en parte esta variabilidad y obtener resuitados mas 

confiables. . 

Para obtener informacion mas precisa acerca de la naturaleza del 

desplazamiento del fragmento de 98 pb proveniente de alguno de estos 

indwWiduos seria converente complementar estos estudios de retardo habiendo 

resuelto de alguna manera la cuantificacién de la masa de! fragmento de 98 pb 

tanto del utilizado como templado radwactivo como del utilizado como 

competidor frio. Esto permityia estimar una constante de afinidad aparente en 

estos pacientes y establecer si estas correlacionan con los fenotipos. 

De cualquier forma nuerstro ensayo de retardo nos ha permitido 

suponer que muy probablemente en la transcripcién del gene CYP2IB 

Participan mecanismos de interaccién proteina-proteina y protefma-DNA cuya 

Naturaleza no conocemos 

La técnica implementada de ensayos de retardo de movilidad 

electroforética realizada a partir del DNA genémico de pacientes y enfocada al 

estudio de las interacciones DNA-proteina en una enfermedad genética, resulta 

novedosa. Hemos !levado a cabo la valoracién de un método que si bien puede 

ser optimizado de multiples maneras, en el estado en el que se encuentra ha 

demostrado su utlidad practica 
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MATERIALES Y METODOS 

Southern Blot: 

Estos ensayos se realizaron para comprobar la identidad de un fragmento de DNA 
obtemdo a partir de una reaccién de PCR, que fué hibridada con un 
oligonucledtido interno al producto esperado, marcado radioactivamente 

Electroforesis: 
Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1.5% en una solucion de 
TAE 1X (50X; Tris acetato 40 mM, EDTA 2mM pH 8.5). Para visualizar las bandas y 
evaluar la transferencia se utiliz6 bromuro de etidio. (Ver seccién geles de 
agarosa) 

Transferencia. « 
Los geles se transfierieron por capilaridad con una solucion SSC 6X (20x 3M 
NaCl, 03 M citrato de sodio pH 7, ajistado con 1M 4iC}) a membranas de Nylon- 
Nutrocelulosa (MSI). Una vez transferida y seca la menbrana_ se fij6 el DNA a la 
nitracelulosa irradiando la membrana con luz UV en un Stratalinker (Stratagene) 

Prelubridacién e Hibridactén: 
Las membranas se incubaron a 37°C en agitacién con la solucién de 
prehibridacién (Denharts 1%, SSC 60%, SDS 0.5%, NaHzPOs 0.05%, DNA de 
esperma de salmon 100 ug/nu). El oliganucledtida marcado fué mezclado con la 
solucién de hibridacién ( Denharts 1%, SSC 60%, NaH2PO, 0.05%, tRNA de 
levadura 20ug/mi) y posteriormente incubado con la membrana a la que se le 
habia rerrado la solucion de prehibridaaén. Se hibrido durante toda la noche en 
agitacion a 37°C, y fue lavada para retirarle el exceso de oligonucledtido. Los 
lay ados se hucieron a temperatura ambiente con SSC 6X, NaH2PO: 0.05% y 5°C por 
debajo de la Tm del oligo utilizado como sonda. La membrana fué empacada en 
una bolsa de plashco y expuesta, ya sea en pelicula fatografica o en pantalla de un 
fosforimetro STORM de Molecular Dynamics, para luego ser revelada o leida. 
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Fosforilacion del oligonucléotida: 

200 ng de! oligonucléotido a marcar contenidos en 1 pl, se mezclaronn con 05 pl 
de enzima T4 fosfonuclestide kinasa que equivalen a 5 U (Stratagene), 25 yl de 

amortiguador para la enzima (que provee el mismo fabricante), 3p) de [°?P]yATP 

con una actividad especifica de 3000 Ci por mmol, y agua para completar 25 pI Se 

incubaron 30 min a 30°Cy 15 min a 65°C para inactivar a la enzima. La reaccién de 
marcado fué mecclada con 1 ml de solucion de hibridacién y posetriormente se 

pass a través de un filtro de nitrocelulosa para eliminar el exceso de (PWATP no 
incorporado. 

Purificacién de DNA por polvo de vidrio (glass powder) 

Para esta metodologia se empleé el kit USBioclean La banda que contiene el 

fragmento de DNA de nuestro interés se corté de un gel de agarosa y en un tubo 
eppendorf se mezclé con 500 ul de Nal 6M. Se incubé a 55°C durante 10-20 

minutos. Se pasé a hielo durante un minuto, Se le agregaron 10 ml de suspension 

de polvo de widrio y se incubé en hielo durante 15 min. Se centnfugs en la 

microfuga a 16,000 g, y se deshecho el sobrenadante. La pastilla se lavé con 700 ul 
de solucién de lavado fria (Tns-HCI 0.2M pH 7, NaCl 1M, EDTA 20 mM, etanol al 

50%) y se centrifugé a 16,000 g y se desheché el sobrenadante. Este pas6 se repitio 
uve veces. A la pastilla se le agregaron 20 ul de agua y se incubé a 55°C durante 5 

min. se centrifugé a 16,000 g por 5 minutos. El sobrenadante se recuperé en un 
tubo eppendorf. Se secé en SA VANT y se guard6 a -20°C. 

Geles de acrilamida desnaturalizantes: 
Las reacciones de PCR de segunda amplificacién y los oligonucledtdos 
fosforilados se corneron en estos geles desnaturalizantes para corroborar el 
tamafio y la eficiencia de la reacci6n de marcado. 

Para preparar el gel se mezclaron 5.1 g de urea, 1 ml de agua, 1 ml de 
amortiguador TBE 1X (TBE 10X: 89 mM Tris base, 89 mM acido borico. 2mM 
EDTA, pH 8) y 5 m! de soluci6n acrilamida:bisacrilamida en una proporcion 29.1 al 
30%. Para polimerizar la mezcla se agregaron 12 ul de Terametiletilenediamina 

(TEMED) y 25 pl de persulfato de amonio 10 %. Las muestras se mezclaron en una 

proporcion 1:1 con la solucién de colorantes (EDTA 20 mM, formamida 95 %, azul 
de bromofenol 0.05 % y xileno de xianol 0.05 %) se cornieron a 100 V, hasta que los 
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colorantes sobrepasaron la mitad. Los geles fueron tefiides con plata 0 expuestos 

en pelicula totografica para obtener un autoradiograma, segin el caso. 

Tincion con plata: 

La tincion con plata fué utilizada para visualizar los productos de PCR que se 
amplificaban con baja eficiencia y que no se veian claramente en geles de agarosa 
tefiidos con Bromuro de etidio, ya sea debido a su tamaiio o a la baja cantidad de 

DNA obtenida de la amplificacion. En esta técnica el nitrato de plata se precipita al 
DNA o proteinas presentes en el gel revelandolos con mayor sensibilidad que otros 

métodos. 

Se corrieron los geles de acrilarmda denaturalizantes. Fueron fijados en 100 mi de 
una soluci6n de metanol 40%, formaidehido 5% durante 10 minutos en agitacién. 

constante. Se efectuaron al gel dos lavados de 5 minutos con agua destilada El gel 
fue reducido con 100 mi de una solucién de tiosulfato de sodio al 2% (200 yl de la 

solucién concentrada de tosulfato en 100 mi de agua) durante un minuto en 
agitacion. Se efectuaron al gel tres lavados de 5 minuios con agua destilada. El gel 
fué tefiido con 100 ml de la sulucion de nitrato de plata durante 30 minutos en 
agitacién constante. Se efectuaron al gel tres lavados ue 5 minutos con agua 

destilada. Se revelé la tincién con 100 ml de solucién de revelado La solucién de 
revelado se cambi6 segun fué necesario mientras se vigilaba atentamente el ge! v 
cuando aparecieron las bandas se detuvo Ia reaccién inmediatamente para evitar 
manchas en el gel. La reaccion fué detenida con 100 ml de solucién de metanol 
50% y acido acético 5%. El gel fué lavado con agua y guardado en una solucion de 
etanol al 10%. Las soluciones utilizadas fueron preparadas como se describe a 

continuacién: 
Solucién concentrada de tosulfato: 100 mg de tiosulfato de sodio fueron disueltos 

enun mi de agua destilada. 
Solucion de nitrato de plata: a 20 mi de hidréxido de sodio al 0.4%, se le agregaron 

1.5 mi de hidréxido de amonio. Se le agregG gota a gota y en agitacién una 
solucién de 0.8 g de nitrato de plata disuelto en 4 mi de agua. Se aforé a 100 ml 
Solucién reveladora: 1.25 mi de dcido citrico al 1% se mezclaron con 100 pl de la 

solucién concentrada de tiosulfato y 100 pl de formaldehido al 37%. Se aford a 100 

ml. 
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Cultivos celulares 

Las células Y-1, orginalmente aisladas de Ja corteza adrenal de carcinoma de 
raton, fueron obtemdas de la American Type Culture Cell Colection (ATCC). Las 
celulas fueron crecidas en medio Ham’s F-10 (In Vitro, México) con 1% de solucion 
antibistica-antimucética (GIBCO-BRL) ¥ suplementado con 15% de suero de caballo 
¥ 2.5% de suero fetal bovino (In Vitro, México} ambos previamente inactivados y 
supiementado con 50 uM de sulfato de gentamicina. 

Las células 1.929, fibroblastos murinos originalmente aislados de epitelio de 
pulmén embrionario, fueron obtenidas de la American Type Culture Cell 
Colection (ATCC). Las wtiulas fueron crecidas en medio MEM (in Vitro, México} 
con 1% de solucion antibidtica-antumicotica (GIBCO-BRL) y suplementado con 10% 
de suero fetal bovino (In Vitro, México), previamente inachvado y supiementado 
con 50 1M de sulfato de gentamicina. Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 
°C, en atmosfera de 5% de bidxido de carbono y saturada de humedad. Todas las 
soluciones empleadas en el cultivo de las cvitias fueron esterilzadas por filtracién 
nulzando filtros de poro de 0.22 pm (Millipore, Type GS) 

Obtencién de extractos nucleares: 

Los factores de transcripcién activos son Proteinas que se encuentran unidas al 
DNA. Las celulas de las que son aisladas se resusupenden en un amortiguador 
huporonico que aunado a un proceso de cangelacion facihta ef rompimiento de las 
mismas. Los ntcleos se_centrifugan para separarlos del citoplasma y gracias ala 
accion de una solucién de fuerza wWnica intermedia, las proteinas asociadas al 
DNA son removidas sin lisar el nucleo y luego separadas en la fraccién soluble. 

Se parlié de celulas Y-1 o de células L929, crecidas casi a confluencia. Los cultivos 
fueron lavados con la solucion PBS (137 mM NaCl, 27 mM KCl, 4.3 mM NaoHpo,, 
1.4 mM KH2POs ) fria y despegadas del plato con espatula Se recuperaron en un 
tubo cénico de 15 mi. Fueron centrifugadas de 5 a 10 minutos a 375 x g Se descartd 
el sobrenadante y la pastilla fué congelada en bafio de nelo seco y etanol de dos a 
tres minutos para romper las células. Una vez congelada, se resuspendié la pastilla 
sua\ emente en 100 ul de amortiguador hipetonico (Hepes 10mM, KC] 10 Mm, DTT 
mM, pH 7.9). El estado de fos nticleos fué entonces evaluado con azul tripano 
mezciado en una proporcién 1:1. Se centnfugaron en tubos eppendorf en la 
mucrofuga a 4°C durante 10 minutos a 16,000 x g. Se deshech6 ef sobrenadante 
Pars extraer las proteinas nucleares la pastilla resultante fué resuspendido en 30 yl 
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de amortiguador hipertonico ( Hepes 20 mM, NaCl 0.4 M, glicerol 25%, acido 
etilenadiaminatetraacético (EDTA) Sigma, 0.2 mM, Dithiothereitol (DTT) (Sigma) 1 
mM, Fenil-Metil-Sulfom! Fluor (PMSF) 0.5 mM, pH 7.9 ). Esta suspension fué 
incubada a 4°C durante 30 minutos en agitacién Se centrifugs 20 min a 4°C en Ia 
microfuga a 16,000 x g. El sobrenadante fué recuperado y mezclado en una 
proporcién 1:1 con el amortiguador de dilucién (Hepes 20 mM, KCl 50 mM, 
glicerol 20%, EDTA 0.2 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.5mM ). Se determins la cantidad 
proteina obtenida por el metodo de Bradford y se alicuoté en tubos Ia cantidad de 
proteina necesaria para un ensayo de retardo (10g). La proteina fue congelada en 
bafio de hielo seco y etano! y almacenada a -70°C Todo el procedimuento se leva a 
acabo en hielo y se utilizan soluciones frias 

Fosforilacién de oligonucle6tidos para retardo: 

200 ng del oligonucieétido se marcaron como lo indica la seccién fosforilacion del 
oligonuclestido para ensayos de Southern Blot. La reaccion de marcado resultante 
se mezcl6 con 30 pl de amortiguador TBE 1X. Se calculé la achvidad especifica en 
el contador de centelleo. 

Ensayos de retardo: 
Los ensayos de retardo fueron utilizados ya que en ellos se aprovecha la 
interaccion especitica de algunas proteinas con una secuencia particular de DNA 
que previamente se ha marcado radioactivamente. Durante la electroforesis en un 
gel de acrilamida no desnaturalizante se separaran el DNA unido a proteina, del 
no unido que corre mas rapidamente. En este caso los ensayos fueron utilizados 
como herramienta para valorar la unin a proteinas especificas a una secuencia en 
particular procedente de DNA gendmico. 

En un tubo eppendorf se agregaron 10 yg de protefna provemiente de los extractos 

nucleares y se completé con agua a un volumen de 13 ul . Se adicionaron 6 ul de 

mezcla de reaccion ( DTT 50 mM, 2% glicerol, albimina sérica bovina fraccion V 
{BSA) 20 ug, 50 U de polithexanuclestido (poliHHIN6), 2 ug de polideoxinosina- 
deoxicitidina (polidIdC) (ambos de Pharmacia) y 1 ul del oligonucleotide 
fosforilada conteniendo entre 5000 y 10 000 cpm. Se incubé la reaccion a 
temperatura ambiente durante 20 minutos para permit la formacién de complejos 
DNA-proteina. En caso de ensayos de competencia con oligonuclestido o 
fragmento no marcado, este se puso a incubar, 15 minutos antes de adicionar el 
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DNA marcado La reaccién se detuvo adicionando 6 ul de colorante (ficoll 45, 15 % 
azul de bronofenol 0.25% v xianol xlene 025%), Se cargaron las reacciones en un 
gel de acrilamida:bisacrilamida no denaturalizante al 5% que fue corrida a 100 V 
hasta que los colorantes alcanzaron la mitad del gel. El gel fue puesto a secar y 
luego expuesto, va sea en pelicula fotogréfica para obtener una autoradiografia o 
en pantalla de fosforimetro para luego ser revelada 0 leida. 

Obtencién de DNA genémico 

Sv ichere brevemente el método solamente para dar una idea de la calidad de las 
muestras. 

La obtencién de DNA genémico de los individuos afectados utilizados para este 
estudio, a parhr de digestion de leucacitos de suera sanguine con proteinasa K y 
extraccion organica con fenol, seguida de una extraccién organica con cloroformo- 
iscamilico La fase acuosa fue precipitada con acetato de sodio y etanol y la 
pastila se lavo con etanol al 70%, se resusupendio en Amortiguador TE y se 
cuanhfic6 por espectrofotometria Las muestras de DNA genémico de pacientes 
utilizadas se encuentran en un rango de concentraciones de 0.1 a 0.5 pg/tl. 

Geles de agarosa: 

Para preparar el gel, se pesd la agarosa y se mezcl6 con amortiguador TAE (Tris- 
acetato 004 M, EDTA 0.001 M) 1X. Se calenté a 60°C hasta que se disolvié Se 
agrego bromuro de etidio a una concentracion final de 0.05%. Para ser corrida, la 
muestra $e mezclé en una proporcién 1.1 con el amortiguador de cargado ( 0.1% 
gheerol, 0.25% aileno xilol, 0.25% azul de bromofenol ). Una . vz cargado el gel se 
coro en amornguador TAE 1X a 100 V y se visualizé bajo luz ULV. en un 
transiluminador. 

  

Reacciones de PCR: 

Primero se obtuvo un fragmento de 818 pb B espécifico para el gene funcional 
CYP2I1B (primera amplificacion B-especifica) procedente de individuos afectados 
apartir del cual se realizo una segunda amphficacion para obtener el fragmento de 
98 pb que contiene el sitio de uniina Spt. Esta segunda reaccién también se realizd 
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de manera que e} producto guedara marcado radioactivamente, mediante la 
incorporacisn directa de un desoxinuclestido [%2P}, 

Disetio y sintesis de oligonucledtidos: 
Para la amplificacion especifica del gene CYP21B a partir de DNA genémico, se 
aprovecharon Jas diferencias existentes entre el gene y el pseudogene, por esta 
raz6n, los oligonucleétides no se ubican en sitios donde su secuencia favorece la 
eficiencia de la reaccion de PCR, sino donde existen mayor ntimero de diferencias. 
Es importante que en la base del extremo 3’ del oligonucledtido se localice una 
discrepancia entre el gene y el pseudogene, para favorecer la unién con el primera 
Para disefiar los oligonucledtidos se utilizo el programa OLIGOTM 4.0 Los 
oligonuclestidos B especificos fueron OH12 y OH22. Los demds contienen 
Secuencia compartida por gene y pseuclogene. Los oligonucledtidos que resultaron 
fueron los siguientes: 

  

Nombre Secuencia Tm 

OH12 5° TIGCTICTTGATGGGTGATCA 3° 65°C 
OH22 5° GCCTCCCCAACCCCIGCTITC 3° 75°C 
OH11 5° TCCAGAAAAGGGCCACTC 3” 61°C 
OH21 5° CCATCCCTCCIGCTGTGT 61°C 
OH20 3° GGCCCTGAGGTGCCACTT 3° 66°C 

OHi2 OH14 OH21 OH20-P32 OH22 
_ —> — <q_— ~—_— Ee ~ 

-280 -148 -70 34 44 +580 

B TATAA 

AspiSp1 (-117, -94) 

Mapa 2.- Localizacién sobre la secuencia del gene funcional CYP21B de los oligonucleotidos 
utizados en este trabajo, Los oligonucleétides utthzados para la amphficacion B-epecifica son 
OH12 v OH22 Los que amplifican el fragmento de 98 pb son OHT1 y OH21 y el olgonuclechdo 
marcado con {2PJyATP ublwzado para identificar el fragmento de 818 pb es OH20. 

Los oligonucléotidos fueron sintetizados en el laboratorio de la Dra. Tussié con la 
colaboracién de Salvador Ramirez y Laura del Bosque utilizando un sintetizador 
Beckman Oligo 1000 DNA synthetizer. Los reactivos utilizados son del Kit DNA 
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svnthesis reagent de Beckman. Fueron cuantiftcados por espectrofotometria ¥ 
diluidos en agua para PCR. 

Primera amphficacton a parhr de DNA gendnnco de pacientes: 
5 ul de DNA gendmico (contenendo cantidades variables de DNA, segun el caso), 
ing de ohgonuciectdos B especificos (OFM12 y OH22), 2mM MgCl ,_ 1X 
amortiguador Il para PCR, dNTPs 0.05 mM, 0.1 ug de ASB, formamida 3%, en un 
volumen final de 30 ul. El programa de amplificacion fué el siguiente: 

94°C 3 minutos 
94°C I minuto 

58°C 1 minuto 40 ciclos 
72°C 1 minuto 
72°C 3 munutos 

Segunda amplficacion: 
Los productos de la primera amplificacion fueron utihzados como templado a altas 
diluciones (1.10 000). EI resto de la mezcla de reaccién fué-la misma que la utilizada 
para la primera amplificacion Se utihzd también 1 ng de cada uno de los 
ohgonuicledtidos (OH11 y OH21) El programa de amplificacion fué el siguiente: 

94°C 3 minutos 

94°C I minuto | 

60°C Tminuto | 40 ciclos 
72°C 1 minuto 
72°C3 minutos 

Incorporacion directa de 2?P) en los productos de reaccion de PCR. 
2mM MgCl, 1X amornguador H para PCR, 0.1 mM dATP dTTP dGTP, 6.5 uM 
CTP, 3 mCi de [“P]adCTP, en un volumen final de reaccion de 25 pl Los 
ohgonucleotides para segunda amplificacion (OHI y OH 21) se utilizaron a una 
concentracion de 100 mM _ EI programa de amplificacion que se utihzé fue el 
musme que para segunda amplificacion 
Todas las soluciones del kit para PCR y la enzima Taq polimerasa de Perkin 
Elmer 
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