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RESUMEN

La hiperplasia suprarenal congénita (HSC) es el termino aplic-do a un grupo de enfermedades
autosémicas recesivas de la esteroidogenesis suprarrenal, la cual se czracteriza por alteraciones en la
actividad de alpuna de las enzimas requeridas para la sintesis de cortisol, ¢l 90% de los pacientes con
HSC presontan deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa, debida a mutaciones en el gen CYP21. Este gen
se encuentra dentro del complejo mayor de histocompatibilidad HLA en ¢l brazo corto del cromosoma
5, existiendo un pseudogen en esta misma region. La mavoria de las mutaciones descritas en pacientes s¢
encuentran normalmente en ¢l psendogen.

Este trabajo describe el anlisis de mutaciones en 47 familias mexicanas con HSC por deficiencia
de la enzima 21-hidroxilasa. Para identificar las mutaciones puntuales se realizaron amplificaciones por
PCR especificas para €l gen funcional seguidas de secuenciacion directa. Para identificar las deleciones
totaies del gen se realizo digestion del DNA con enzimas de restriccion y Southemn blot con una sonda
de cDNA completo del gen CYP21 Los resuitados mas importantes que se desprenden de este estudio
son' a) ia presencia de relativamente pocas mutaciones o combinaciones de estas asociadas a fenotipos
particulares, b) la presencia de mutaciones nuevas, ¢) la presencia de genotipos idénticos en pacientes
con fenotipos discordantes d) la identificacion de pacientes que no presentan ninguna de las mutaciones

reportadas previamente y €) una aparente alta frecuencia de mutaciones en linea germinal.



INTRODUCCION

Hiperplasia suprarrenal congéunita.

La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) es el término aplicado 2 un grupo de
enfermedades autosomicas recesivas que son el resultado de una actividad ausente o disminuida de
alguna de las cinco enzimas necesarias para la sintesis de glico y mineralocorticorides en las
glandulas suprarrenales, constituyendo uno de los errores innatos del metabolismo mas frecuentes
en humanos (New 1987, White y New 1992). La deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa (P450cz)
se presenta en mas del 90% de los pacientes con hiperplasia suprarrenal congénita (White y New
1992). Esta entidad se manifiesta clinicamente como un sindrome de sintomatologia diversa donde
se encuentran alteradas la sintesis de aldosterona y cortisol (White et al. 1987).

La incidencia de la forma mas severa en la poblacién general se calcula en 1 de cada 14000
recién nacidos (Pang et al. 1988, Miller y Morel 1989) mientras que la forma no clasica esta
presente en cerca del 2-3% de los Europeos del Este y los Judios (Speiser et al. 1985).

La fisiopatologia de esta entidad es atribuida a la disminucion de la sintesis de cortisol con
consecuente alteracibn en la retroalimentacion negativa a ta hipdfisis dando como resultado una
excesiva secrecion de ACTH. La sobreestimulacion en Ja corteza suprarrenal trae como
consecuencia acumulacién de precursores esteroideos (principalmente 17-hidroxiprogesterona),
(White et al. 1987) (Fig. 1). Estos precursores son desviados a sintesis de androgenos los cuales
causan virilizacién pre y posnatal de diversos grados. Al nacimiento las mujeres tienen ovarios,
trompas de falopio y utero normales con genitales externos masculinizados, dando como resultado
errores de asignacion de sexo. En hombres, el sindrome es irreconocible al nacimiento. Como
consecuencia de la sobreproduccion de andrégenos posnatalmente ambos sexos son afectados por
crecimiento 6seo acelerado con fusion temprana de epifisis y consecuente baja estaturz. Otros
signos y sintomas de exceso de androgenos inciuyen pubertad precoz, acné e infertilidad (Speiser
et al. 1985, White et al. 1987, White y New 1992, Tajima et al. 1993).

En mujeres adultas, el exceso de andrégenos puede manifestarse por acné, amenorrea e

infertilidad como consecuencia de ovarios poliquisticos o alteraciones en el eje hipotalamo-



hipéfisis-ovarios. En hombres ef decremento en la fertilidad puede deberse a oligospermia (New
1987, White et al. 1987).
Existen al menos tres formas clinicas distintas: la perdedora de sal (PS) y la virilizante

simple (VS) siendo ¢stas las mas graves y la atenuada o no clasica (Tabla 1).
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Figura 1. Consecucncias bioquimicas de la deficiencia 21-hidroxilasa.

La deficiencia de 21-hidroxilasa conduce a un decremento en Ia sintesis de cortisol y aldosterona. Cuando no hay
siniesis de cortisol la secrecidn de ACTH se incrementa y ésta estimula constantemenic a la corteza suprarrenal, para
producir gluco ¥ muneralocorticoides. Como consecucncia del blogueo enzimdtico, los precursorcs proximales sc
desvian 3 sintesis de andrégenos. Este incremento en andrbgenos da por resultado virilizacidn, Si ademds exisie
deficiencia en la sintesis de aldosterona los pacientes presentan hiponatremia y deshidratacidn tlegando hasta choque
hipovolémico ¥ la muerte posnatal.

Caracteristicas Forma Clésica Forma Mo Clasica
Frecuencia de Ta enfermedad Perdedora de sal y
Virilizante simple
1:14,000 1:160
Virilizacién prenatal Mujeres No
Virilizacién posnatal Hombres y mujeres | Variable
Perdida de sal 60-75% No
Niveles de 17-hidroxyprogesierona | Gran clevacion Elevacién moderada
Después de estimulacion con ACTH | (>20,000 ng/di) {2000-15.000 ng/dh)

Tabla 1. Comparacion de las caracieristicas de las formas clasica y no cldsica de la deficiencia 21-hidroxilasa,




Forma Perdedora de Sal: las sintesis de aldosterona y cortisol se encuentran severamente
afectadas, la sobreproduccion suprarrenal de precussores de androgenos ocacionan virilizacion pre
y posnatal, la cual es mis evidente en mujeres por presentar ambigiiedad genital (Speiser et al.
1992). Los hombres con esta alteracion generaimente no son diagnosticados al nacimiento sino
hasta la primera crisis hiponatrémica que se presenta en los primeros dias o semanas de vida
(Miller y Morel 1589).

Las manifestaciones clinicas son hiponatremia {concentracién baja de sodio <120 mM),
hiperkalemia (concentracion alta de potasio >6.5 mM) bajos niveles de aldosterona en suero y
elevada excrecion de sodio-en orina (Kuhnle et al 1986).

Forma Virilizante Simple: en individuos del sexc femenino esta forma clinica se
manifiesta con virilizacién, ambigiedad genital e incremento de concentracion de 17-
hidroxiprogesterona. Los individuos masculinos con este fenotipo escapan al diagnéstico hasta los
4-7 afios cuando presentan pubertad precoz con aparicion de vello pubico, axilar y facial ademas
de tener edad ésea avanzada (Miller y Morel 1989). En ambos sexos no se presentan crisis
suprarrenales ya que se mantienen los niveles normales de aldosterona.

Forma No clisica: llamada también forma atenuada, esta es la mis coman. Los sintomas
por exceso de andrégenos en ambos sexos son hirsutismo, icne o infertilidad y en mujeres puede

presentarse oligomenorrea.

Tratamiento.

Las investigaciones recientes se han enfocado en el tratamiento prenatal de esta
enfermedad para prevenir la virilizacién in utero de las mujeres afectadas. El principio de la terapia
prenatal consiste en proveer de niveles de glucocorticoides suficientes para suprimir los efectos de
la estimulacion suprarrenal por corticotropina. Se ha empleado dexametasons debido a que
atraviesa facilmente la placenta. El tratamiento se inicie antes de las 8 semanas de gestacion.

En los pacientes recién nacidos se reemplaza la deficiencia de hormonas administrando
hidrocortisona o prednisona para suprimir la secrecion de ACTH por la pituitaria causando el
decremento de androgenos suprarrenales hasta o rango normal. Los sintomas de exceso de
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androgenos desaparecen en los pacientes con fenotipo perdedor de sal cuando los
mineralocosticoides son sustitnidos con fludrocortisona oral, a ciertos pacientes se les da una
suplementacién de sal en la dieta. Los pacientes con fenotipo no clasico son tratados con
hidrocortisona.

El control médico que se Heva es por medio de exmenes regulares con atencion particular
en la velocidad de crecimiento dseo por medio de radiografias.

Aquellos pacientes con ambigledad genital requieren de cirugia reconstructiva
(vaginoplastia, recesion de clitoris 0 ambos), y en determinados casos es complementado con
mtgxniento psicolagico (Whitg et al. 1987, Kempe et al. 1989).

Metabolismo de las hormonas esteroides.

Las glandulas suprarrenales son dos cuerpos pequefios que se localizan en la parte superior
de cada rifién (Fig. 2A) Estas se encuentran divididas en corteza y médula. La corteza suprarrenal
consiste histologicamente de 3 zonas distintas: la giomerulosa, la fasciculada y la reticular (Fig.
2B). En el humano en la zona glomerulosa, se producen hormonas mineralocorticoides, en la zona
fasciculada se producen glucocorticoides y en la reticular se producen andrégenos. La
esteroidogénesis suprarrenal utiliza un grupo de proteinas microsomales P450s y mitocondriales
ademads de la enzima 3p hidroxiesteroide deshidrogenasa (3g HSD} que no es un citocromo P450
(Fig. 3) (Finkelstein et al. 1979, White et al. 1987, Hadley 1952).

El cortisol es sintetizado en la zona fasciculada en 5 pasos: El citocromo mitocondrial
colesterol desmotasa (P450y.) elimina la cadena lateral del colesterol para producir pregnonolcna,
Este es el paso limitante en la sintesis de hormonas estercides ya que es controlada por la
disponibilidad del sustrato. Pregnonolona es deshidrogenada en el reticulo endoplasmico por la 3p
HSD para formar un intermediario (pregnonolona-5-ene-3, 20 diona) la cual pasando por una
isomerizacion con una transferencia de la dobie unién de la posicién 5-6 a la posicién 4-5 forman
progesterona, posteriormente ésta, es sucesivamente hidroxilada en las posiciones 17, 21, 11, por

P450;74, P450 o, P450) 1, respectivamente (White et al. 1987, Speiser et al. 1992b).



Lz via biosintética para la aldosterona es similar a la del cortisol excepto por la
participacion de la enzima P450y74, que no se expresa ¢n la zona glomerulosa. Para la sintesis de

aldosterona la pregnonolona es convertida a progesterona y entonces sucesivamente es hidroxilada
en las posiciones 21 11 y I8 para producir respectivamente deoxicorticosterona, corticosterona y

18 hidroxicorticosterona, La etapa final de la sintesis de aldosterona es la oxidacion del grupo 18

hidroxil a un aldehido por una enzima diferente P450;;p en la zona glomerulosa que cataliza

ambas etapas de hidroxilacién de la 18-hidroxicorticosterona (Fig. 3) (Finkelstein et al. 1979,
White et al. 1987, Hadley 1992).
A

Figura 2. A) Anatomia de las glindulas suprarrenales.
B) Representacion microanatémica de la corteza suprarrenal en humancs.
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Figura 3. Via esteroidogénica de la corteza suprarrenal.

Ei cortisol es sintetizado a partir del colesterol en la zona fasciculada el colesterol es cortado para formar
pregnonolona, la cual después de una deshidrogenacidn ¢ isomerizacién forma progesterona. Esta es sucesivamenie
hidroxilada en las posiciones 17, 21 y 11 para producir cortisol. La aldosterona es sintetizada exclusivamente en la
zona glomerulosa donde 1a enzima P45011p tiene una actividad adicional de 18-hidroxilasa y deshidrogenasa sobre la
corticosterona para producir aldosterona. En 1a zona reticular la 17, 20 hasa convierte 17-hidropregnenolona y 17-
hidroxiprogesterona en hidroepiandrosterona y androstenediona respectivamente, la cual es convertida a testostcrona
en tejidos extra-adrenales.

La distribucién zonal de la esteroidogénesis ha sido determinada por inmunoquimica en la
corteza suprarrenal de cobayo y bovino. Las relaciones de esta distribucion en la sintesis de
esteroides ha sido establecida a través de la identificacion de la actividad de hidroxilasa

correspondiente en mitocondrias y microsomas aislados de cada zona. Mientras que algunos

P430s esteroidogénicos se ubican sobre la membrana interior de la mitocondria (P450s. y 1)

otros son localizados sobre la membrana de! reticulo endoplasmico (P450)7¢, P450cz1) (Churchill
y Kimura 1979, Menard et al. 1979).

Los citocromos P450 son enzimas que tienen un grupo hemo y se encuentran localizadas
en las membranas de reticulo endoplismico o en Ja membrana mitocondrial de aproximadamente
50 Kd Estan involucrados en el metabolismo de compuestos lipofilicos como esteroides, acidos
grasos, prostaglandinas, leucotrenos y drogas. Algunos P450 se expresan en el higado o en el

pulmén y son inducidos a niveles altos por una variedad de drogas y otros xenobioticos tales como




fenobarbitales e hidrocarburos aromaticos policiclicos. Los citocromos deben su nombre al pico de
absorcion maximo que presentan a 450 nm cuando los complejos enziméticos se reducen con
monoxido de carbono. Las monooxigenasas, oxigenasas o enzimas de funcion mezclada, catalizan
reacciones en las cuales un itomo de oxigeno molecular es transferido al sustrato (R) y el otro es
reducido a H;0.

RH + O, + NADPH + H' 5ROH + H,0 + NADP"

Fl sistema de citocromos P450 monooxigenas incluye un citocromo P450 reductasa
dependiente de NADPH, el citocromo P450 neutro y un componente fosfolipidico de membrana.
En el caso de los citocromos P450s mitocondriales proteinas no hemo come la adrenodoxina
reductasa son utilizados por la citocromo P450 reductasa. Los electrones de la NADPH son
transferidos via reductasa a la adrenodoxina, la cual transfiere los electrones a una forma férrica
oxidada del citocromo P450, la forma ferrosa del P450 entonces activa el Oy para finalmente
hidroxilar el sustrato (Fig. 4). El atomo (Fe™ o Fe*) de la unién no covalente del grupo hemo es
coordinado para €l tetrapirro! de la porfirina IX. Los nitrogenos pirroles aportan 4 uniones para el
hierro en posiciones ecuatoriales, dando dos posiciones axiales para ser llenadas por otros ligandos
como O, CO2 0 CO.

La primera etapa en el cicio de la reaccién de P450 se determina por la formacion del
complejo enzima-sustrato, Las caracteristicas espectroscopicas de este complejo dependen del tipo
de sustrato unido; sustratos con los que se enlazan a residuos o polares de aminodcidos del sitio
activo que al ser hidroxilados inducen un cambio de banda de espectro a azul con bandas de
absorcién a 385-390 am como minimo y 425-435 como méximo, son los que se denominan de
cambio tipo 1. Otros tipos de compuestos, l0s cuales se asume se unen directamente al grupo
hemo de hierro, inducen un cambio de banda a rojo y llegan & un méximo de absorcidn de 425-435
nm y un minimo de 390-410 nm y se llaman de tipo II; estos compuestos actian como inhibidores
no como sustratog (Ortiz 1986, Ruckpaul y Rein 1989).
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Figura 4. Ciclo de reaccion del P450:

a) La unidn del susu’ato(RI-DalP450(londeelhiemdelhemoestaenwadoférrioo(Fej‘)
b) Un electrén es transferido del NAPDH para reducir el fierro al estado ferroso &

©) La uniéa del O, al complejo enzima-sustrato

d) Un segundo electron del NADPH es transferido al complejo enzima-susirato-O-:
e)Lamoléculadeoxigenoseadhiereyelétomodeoxigenemmducidoaﬂzo

f) El sustrato es hidroxilado y s liberado por la enzima como ROH.

Relaciones estructura funcién.

Diferentes enzimas P450 muestran una pequefia conservacion de secuencia. La enzima
P450c, en su secuencia de aminoicidos es 28% homologa a otros P450s, los residuos de
aminoacidos hidrofobicos son los mas conservados. Si todos los P450 se derivan de un ancestro
comun los intrones pudieron ser insertados o movidos durante la evolucion de estos genes, hecho
que sugiere una relacién evolutiva distante con otros P450 ya que sus intrones difieren en nimero
y localizacién de los otros genes P450 (White 1987). Con base en la presencia de regiones de
aminoacidos hidrofdbicos se han propuesto regiones transmembranales, en las que los dos posibles
segmentos para unir sustrato estin localizados det mismo lado, asi como el grupo hemo (Fig. 5A).

Los residuos de aminoécidos muy conservados que realizan funciones especificas se
relacionan con una cisteina localizads en la posicion terminal de todos los P450s (Cis-428 en
P450cy), la cual se propone para unir al grupo prostético hemo. El area alrededor de esta cisteina
esta relativamente bien conservada (6 residuos a cada lado). El extremo amino terminal es un
dominio hidrofébico que se encuentra muy conservado en los citocromos P450s especialmente una
prolina (Pro-30) (Hu et al 1996).
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Figura 5. Representacion esquemdtica del P450 o

A) Esta profeina se encuentra dentro de 1a membrana del reticulo endopldstaico indicada por el 4rca punicada. Algunos
segmentos ransmembranales, de 16 residuos hidrofébicos y neutros y otros scgmentos intramembranales los cuales son
demasiado pequefios para atravesar la membrana. Se marca ¢l grupo amino {(A) y carboxil terminal (C). El grupo
prostético hemo estd representado por el cuadro con la crz. Las tres &reas de mayor interés son marcadas con bamas y
numeradas. B)Scmuwmlassewcnciasdeaminoécidosdcmsmyscoomparanoonércashomélogascnmaﬂ
enzimas: 17-hidroxilasa suprarrenal bovina (17ct), enzima suprarrenal bovina que corta Ia cadena lateral del colesterol
(scc), P450 hepdtico de ratén inducido por fencbarbital (pb), P450 hepatico humano inducido por hidrocarburos
poticiclicos (mc). Los residuos iguales sc marcan en cajas. El inicio y final de las dreas de cada una de las regiones
conscrvadas se numeraron, El residuo cistcina remarcado en la tercera regidn comservada s¢ ha propuesto como
importante para ¢l grupo funcional hemo. Las secoencias son: A alanina, C cisteina, D ac. aspartico, E z¢ glutdmico, F
fenilalanina, G glicina, H histidina, 1 isoleucina, K lising, L leucina, M metionina, N asparagina, P prolina, Q
glutamina, R arginina, S serina, T treonina, V valina, W triptofano, Y tirosina.

Los P450 de ia corteza suprarrenal involucrados en la sintesis de esteroides parecen ser
especificos a su sustrato. La colesterol desmolasa (P4504:), 1a 174 hidroxilasa (P450)74) v la 21
hidroxilasa (P450cz;) actiian sobre las posiciones adyacentes de la molécula esteroide. Las posibles
regiones de union a esteroides muestran un alto grado de conservacién comparado con regiones

homélogas de enzimas P450 que no usan esteroides como sustrato. Para determinar si tales

regiones de unién pueden ser identificadas, se han comparado la enzima P450; humana, la



P4505; bovina, y 1a P450,7, suprarrenal bovina, la enzima P450 hepatica de raton inducida por
fenobarbital y la P450 hepatica humana inducida por hidrocarburos policiclicos. Estas presentan
una homologia entre si de 23-33% en su secuencia de aminoacidos (Fig. 5b). Se encuentran tres
regiones de secuencia como las mas conservadas, una incluye los aminoacidos del 53 al 60 en

P450cy en la colesterol desmolasa (P450s:) se encuentran 7 residuos conservados y 6 en la
P450)74 pero solo tres residuos con las enzimas hepéticas, la segunda érea conservada se ubica
entre los residuos 342 al 358 donde se conservan 10 residuos con P450;7,, ¥ 15 residuos con

P450y. La tercera zona se encuentra alrededor de la cisteina (428 en P450c2) en la cual entre 7 y
18 residuos son los conservados (White 1987).

Bases moleculares de la deficiencia 21-hidroxilasa.

El gen que codifica para la enzima 21-hidroxilasa (CYP21) es un citocromo microsomal
P450 que interviene en la sintesis de glucocorticoides y mineralocorticoides y se expresa
tnicamente en la corteza suprarrenal. Esté localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (6p23)
dentro de la region que codifica para el sistema de la clase IIl del complejo principal de
histocompatibilidad (HLA) (Fig. 6a). Este gen tiene una longitud de 3.4 kb aproximadamente, y
contiene 10 exones y 9 intrones, (White et al. 1986, Higashi et al. 1986, Rodrigues et al. 1987).

Ademas del gen funcional que codifica para la enzima 21-hidroxilasa (CYP21) existe un
pseudogen {CYP21P). Estos dos genes se encuentran adyacentes y entre cada uno de ellos se
localizan los genes C4A y C4B que codifican para el factor cuatro del complemento sérico (White
et al. 1985, White et al. 1986, Higashi et al. 1986). El gen y el pseudogen tienen un 98% de
homologia en 12 regién codificadora y un 96% en los intrones (Rodrigues et al. 1987).

Existen varias diferencias entre €l gen y el pseudogen que hacen inactivo a este Gltimo. El
pseudogen tiene una delecion de 8 pares de bases en el exén 3 (GAGACTAC) (White et al. 1988),
una insercién de una base en el exén 7 (Momnet et al. 1991) y un cambio de base en el exon 8
(CAG — TAG), estos cambios generan terminaciones prematuras del gen. Ademas se encuentran

otros cambios como el localizado en intrén 2 (A — G) que afecta el procesamiento del RNA
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mensajero y 3 cambios en el exdn 6 (T —> A 1380, 1383, 1389) (Higashi et al. 1986, White et al.
1986). Ademas de un cambio de base en ¢l exon 4 (ATC — AAC) (Amor et al. 1988).

La mayoria de las mutaciones que se han identificado en el gen CYP21 en pacientes con la
deficiencia 21-hidroxilasa se localizan normalmente en et CYP21P (Fig. 6b). Por esta razon se ha
propuesto que la presencia de eventos de entrecruzamiento ilegitimo entre ambos genes durante la
meiosis dan como resultado deleciones o duplicaciones del gen, mientras que eventos de
conversion génica traerian como resultado la transferencia de mutaciones puntuales (Higashi et al.
1988a). Los alelos que tienen mutaciones puntuales son los més frecuentes en pacientes con
deficiencia de 21-hidroxilasa representando dos terceras partes de los alelos mutantes en todas las
poblaciones estudiadas hasta ahora (Moret et al. 1989, Speiser et al. 1992, Wilson et al. 1995a).
Se han descrito mutaciones que no se encuentran en el pseudogen y cuyo efecto sobre la actividad
de la enzima ha sido demostrado a través de ensayos de expresion (Helmberg et al. 1992,
Nikoshkov et al. 1997).

oyr1p

Figura 6. Am:g!odegcwsmeloomp!cjoprincipaldchis&wompatibﬂidadl-n.ﬁtsobreelbmzoaoﬂodclcmnmsom(».
A} El centrémero st representado por un circulo; grupos designados por nimerce romanos indican los genes de las
clases del compicjo de histocompatibilidad; los genes 21B (CYP21) y 21A (CYP21P) estin localizados en la region Nl
alternados con 2 gumqmmdiﬁanpandcumooompowncdclwmplmmséﬁm(mﬁymm. TNF son los
genes del factor de necrosis tumoral,
B)Siﬁosdcmmbiodcsemcmiammdpwﬂosmyclgmanjvoquccausandet‘lcienciadclamzim 21-hidroxilasa.
Estan marcadas con nimeros en circulo: 1) exdn 1 Pro30, 2) intrén 2, 3) exdn 3 delecitn de 8 pb, 4) exén 4 N1e172, 5)
e.xénﬁmmadonescnclusm.é)exbn'!Va1281.1)ex6n1imuciéndcT,8)ex6nSGln3|8.9chén8A.rg356.0ms
Mveﬁdmmmmmdﬁuuﬁmmmmummdmhmm&hmﬁm.
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Algunas mutaciones que se han identificado en los pacientes han sido estudiadas a través
de ensayos de expresidén como son: la mutacidn en exén 7 Val281 — Leu cuyo efecto es una
actividad del 20-50%, la mutacin en el exon 4 Hel172 — Asn tiene una actividad residuat del 2%
(Speiser et al. 1992), la mutacién en “cluster” del exén 6 Ile-Val-Met — Asn-Glu-Lis, resulta en
una enzima inactiva (Tusié et al. 1990). La mutacién Pro30 — Leu resulta en una proteina con el
30% de la actividad normal (Tusié et al. 1991), la mutacion Pro453 — Ser reduce la actividad de
la enzima hasta un 50% para hidroxilar 17-hidroxiprogesterona y un 20% de lo normal para
metabolizar progesterona (Helmberg et al. 1992).

Mutaciones asociadas a las diferentes formas clinicas.

Se conocen 17 mutaciones distintas (Fig. 7) entre las que se encuentran deleciones
parciales o totales del gen, mutaciones que afectan el procesamiento del RNA (Higashi et al.
1988a, Lajic y Wedell 1997) mutaciones puntuales que cambian un aminodcido por otro (Tusié et
al. 1991) y mutaciones que generan codones de terminacién (Higashi et al. 1988b, Tusié et al
1990, Speiser et al. 1992, Lajic y Wedell 1997). Para la mayoria de las mutaciones se conocen las

frecuencias alélicas en los pacientes, como s¢ muestra en la tabla 2.

LT L] L

™™ ale
wWasterm PIOSL (yypy CMster 3o

o7 G31Bsterm P4535
o ot

Figura 7 Gen funcional CYP21 donde se indican las 16 mutaciones puntuales incluyendo la delecion de 8 pb
reportadas en la literatura v su localizacién dentro del gen. Las mataciones Trp22 ~ codén tgrminaciédn, Prol05 —
Leu, A — G enantrén 1,y Arg484 — Pro no s analizaron en €sta tesis.
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Mutacién frecuencia reportada Referencias

(%)
El Trp22 —» terminacién NR
El Pro30 — Leu 17+ (Tusi€ et al. 199])
11 A->G NR
A
12 c 0 26-42 {Higashi et al. 1991, Owerbach et al.
1990, Wilson et al. 1995a)
E3 Prol05 — Leu NR
E3 Del 8 pb 75-10 {Wilson et al. 19953, Carrera et al. 1996)
E4 Del72 —» Asn 7.5-10 (Higashi et al. 1991, Wilson et al. 1995a)
He236 — Asn
E6 Val237 > Gl 3 (Higashi et al. 1991)
Met239 - Lis
E7y Val281 » Len 10.6 (Wilson et al. 1995a)
E7y insercién ge T 1 (Higashi et al. 1991, Speiser ¢t al. 1992)
17 C-oG NR
E8, Glin318 — Terminacién 37 {Globerman et al. 1988, Owerbach et al.
1990)

ES, Arg3s56 - Tip 14 (Carrera et al. 1996, Higashi et al. 1991)
E9 Trp406 — terminacién NR
E10 Prod53 — Ser NR
El0 Arg484 —» Pro NR

i et al. 1995a, Araujo et al. 1996,
Pd  Delccién del gen CYP2L 11-35 (Witson % Ao

Owerbach et al. 1990}

Tabla 2. Frecuencias alélicas reportadas para cadz mutacién analizada .(*) para esta mutacién la frecuencia alélica
solo ha sido reportada en pacientes con el fenotipo No Clisico. NR indica que no s¢ han reportado frecuencias
alélicas.

Diistintas mutaciones se han asociado frecuentemente con determinados fenotipos:

Para la forma perdedora de sal, las mutaciones que frecuentemente se asocian son aquellas que
inhiben completamente Ju sintesis de la proteina o dan como resvltado una proteina inactiva, entre
éstas se incluyen: a) las deleciones parciales o totales del gen CYP21, b) la mutacién del intrén 2
que se localiza 13 bases antes de comenzar el exon 3. Esta mutacion afecta el procesamiento del
RNA mensajero y es la que se encuentra con mas frecuencia en pacientes con esta entidad
(Higashi et al. 1988b, Higashi et al. 1991), ¢) mutaciones que afectan el marco de lectura
traduccional y que generan codones sin sentido como la delecion de 8 pares de bases en el exon 3,
el cambio en ef exén 8 Glu3 18 — codén de terminacion y el “cluster” en el exdn 6 {Globerman et
al. 1988, Tusié et al. 1990, Speiser et al. 1992). Una mutacién puntual que cambia un aminoacido
por otro en el exdn 8 (Arg356 —» Trp) situado en el sitio probable de unién a sustrato (Tusié et al.
1990, Chiou et al. 1990).
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La forma virilizante simple ha sido asociada con la mutacion de Ile172 -> Asp localizada
en exon 4 (Tusié et al. 1990, Chiou et al. 1990).

La forma no clasica se ha asociado con la mutacion de Vai281 — Leu en exon 7 (Speiser
et al. 1988, Speiser et al. 1992), la mutacién Pro30 — Leu localizada en el exon 1 (Tusié et al.
1990, Tusié et al. 1991) y una mutacién en exon 10 Pro453 — Ser (Helmberg et al. 1992).

Distintos reportes sugieren que hasta un 45% de los pacientes son heterocigotos
compuestos y aproximadamente un 20% de todos los alelos en pacientes tienen mas de usa
mutacion, sugiriendo que el rango tan amplic en la expresion fenotipica es debida a la alta
heterogeneidad de los alelos mutantes (Speiser et al. 1992, Wedell y Luthman 19934, Wilson et al.
1995b),
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OBJETIVOS

Determinar el tipo y la frecuencia de las distintas mutaciones puntuales reportadas en otras
poblaciones, en un grupo de 47 pacientes mexicanos no relacionados portadores de deficiencia de
21-hidroxilasa.

Ydentificar posibles mutaciones y polimorfismos nuevos en Iz poblacion mexicana.

Determinar la frecuencia de esos cambios de secuencia en nuestra poblacion de estudio.

Identificar pacientes con posibles mutaciones en la regién reguladora del gen 2 través de
identificar aquéllos con mutaciones idénticas en la regién codificadora que presenten fenotipos

discordantes.

Determinar la frecuencia de posibles mutaciones de linea germinal entre las familias de
estudio.

Establecer las bases para el disefio y la implementacion de un método diagnéstico para la

identificacién de las mutaciones responsables de esta entidad, en familias afectadas que sean
captadas en € futuro.
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MATERIAL Y METODOS

Nuestra poblacion de estudio fue captada de tres centros hospitalarios del Distrito Federal:
el Instituto Nacional de Pediatria (INP), el Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran y el
centro médico “La Raza” del IMSS. Los pacientes son originarios de 18 estados de la republica
(Coahuila, Distrito Federal, Durango, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Michoacin, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sinaloa, San Luis Potosi, Tlaxcala, Veracruz y
Zacatecas). La edad al diagnéstico varia desde un dia de nacido (pacientes con fenotipo perdedor
de sal) hasta los 21 afios (pacientes con fenotipo no clisico), teniendo un total de 34 mujeres y 13
hombres.

Se analizaron un total de 47 pacientes no relacionados con deficiencia 21-hidroxilasa. 21
perdedores de sal, 23 virilizantes simples y 3 no clisicos. Estos fueron diagnosticados de acuerde
a los siguientes criterios: Los pacientes con virilizacion de genitales extemos, presencia de
hiponatremia, hipercalemia, vomito y crisis suprarrenal se diagnosticaron como portadores del
fenotipo perdedor de sal; pacientes con virilizacién de genitales externos, crecimiento Oseo
acelerado, aparicién prematura de vello sexual e hiperpigmentacién se clasificaron con la forma
virilizante simple, los pacientes con fenotipo no ciésico presentaban hirsutismo y acné, Ademas se
les determind niveles de diedroepiandrosterona y cortisol en orina y suero y de testosterona y 17-
hidroxiprogesterona en suero (Kempe et al. 1989).

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los pacientes y de ambos padres (cuando
estuvieron disponibles). El DNA fue extraido por el método de digestion proteinasa K/SDS
seguida del protocolo por extraccion de fenol (Speiser et al. 1992). Para el anafisis de las
diferentes mutaciones la metodologia se dividid en dos partes; una para detectar las deleciones
totales del gen CYP21 (andlisis de hibridacién por Southern blot) y la otra para determinar las

mutaciones puntuales (secuenciacion directa del gen).
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10.
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11.

Digestién con proteinasa K.

Colectar 5-20 ml de sangre periférica en un tubo falcon de 50 ml que contenga 100ul de
EDTA al i5% apH 8

Congelar a -80° C

Descongelar la sangre con el fin de lisar las células, agregar amortiguador TE 10/10 frio hasta
Hegar a un volumen de 50 mi

Mezclar y colocar S mina 4°C

Centrifugar 10 min a 3000 rpm

Desechar sobrenadante. Estos pasos se repiten cuantas veces sea necesario (en este paso se
rompen por lisis térmica los eritrocitos y se limpia la muestra de hemoglobina)

E! boton obtenido se resuspende en 2 ml de amortiguador TE 10/5

Adicionar 40ul de proteinasa K (10mg/ml), adicionar 100l de SDS al 10% y mezclar

Incubar a 37° C toda la noche. La solucidn es transparente y viscosa

Guardar a 4° C hasta continuar el proceso

Extraccién con fenol.

Aftadir volumenes iguales de fenol y mezclar en agitador por 1-2 horas

Centrifugar por 30 min a 3000 rpm para separar las fases

Transferir la fase acuosa superior a un tubo de 50 ml de centrifuga (esta fase contiene el
DNA)

Atadir un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y mezclar

Centrifugar 30 min a 3000 rpm para separar las fases

Transferir la capa superior acuosa a un tubo de centrifuga nuevo

Agregar 0.5 volumen de acetato de amonio 7.5 M

Afiadir 2 volumenes de etanol absoluto frio y mezclar (el DNA se precipita como fibras
blancas)

Centrifugar 30 min a 3000 rpm

Aspirar el sobrenadante y agregar 2 ml de etanol al 70%

Centrifugar 30 min & 3000 rpm
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12. Quitar el sobrenadante
13. Resuspender el DNA en ur ml de agua bidestilada
14. Las muestras de DNA se cuantificaron en espectrofotdmetro: Sul de las muestras y 500ul de
agua bidestilada a una longitud de onda de 260 nm
[DNAJ]= DO x FD x F DNA=ng/ul

[DNA] = [concentracién de DNA]
Densidad Optica= DO

Factor de Dilucion=FD

Factor DNA Doble cadena=F DNA.

11 Southern blot.

Para realizar la hibridacion se digeri¢ ¢l DNA con las enzimas de restriccion Taql y Bgl 11
(USB). El patrén normal de bandas que se obtiene después de la digestion con endonucleasas de
restriccion Taq [y Bgl IT permite distinguir entre el gen y el pseudogen
Empleando la enzima Taq I obtenemos 4 bandas: 2 que corresponden al gen (3.7y2.5Kb)y 2 al
pseudogen (3.2 y 2.4 Kb). Con la enzima Bg} II identificamos dos bandas correspondiendo la de
10 Kb al gen funcional y la de 12 Kb al pseudogen (White et al. 1985, White et al. 1988, Morel et
al. 1989)

La mezcla de reaccidn es la siguiente:

Agua
Amortiguador 10X L
DNA 5 wg/ul
Enzima Tag 1 6 Bgl I1 15 U/l | 2 U/mg de DNA
volumen total 60l

1. Incubar a 37° C toda la noche

Al término agregar 204 de acetato de sodio y 500ul de etanol Frio
Incubar 2 horas a -70° C

Centrifugar 30 min a méxima velocidad, eliminar el sobrenadante
Agregar 100l de etanol al 70%

Centrifugar 5 min a maxima velocidad, retirar el sobrenadante

2 O
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10.

11

12.

13.

14.

15

16.

Se resuspende en 20pl y se le agregan Spl de amortiguador de cargado (azul de bromofencl
0.25%, cianol-xileno 0.25% y de glicero! 30%) para cargario en el gel de agarosa

El gel que se emplea es de agarosa-HE al 1% corrido en camara horizontal con amortiguador
de corrida TAE 1X (Tris-base 0.04M, EDTA 0.002M, &cide acético glactal) preparado de la

siguiente manera:

Agus 196 ml
Agarosa-HE 2gr
Amortiguador TAE 50X 4ml
Bromuro de etidio 10mg/mi 104l

Colocar en un matraz Erienmeyer de 500 mi la agarosa, el agua y €l amortiguador TAE
Calentar 3 min en horno de microondas

Agitar hasta que esté tibio y agregar ¢l bromuro de etidio

Vaciar la mezcla en la cdmara

E! marcador de peso molecular que se utiliza es el DNA de fago lambda digerido con Hind I
El gel se corre durante 16 horas a 35 volts

Sacar el gel y ponerlo en una charola con solucién HC 0.25M por 30 min con agitacion
Eliminar 1a solucién y adicionar una solucién de desnaturalizacién (1.5M NaCl, 0.5M NaOH)
por 30 min con agitacion (2 veces)

Quitar soclucién y agregar solucion de neutralizacion (1.5M NaCl,0.5M tris-HCl pH. 7.2,
0.001M EDTA) por 30 min con agitacion (dos veces)

Preparar la charola para la transferencia por capilaridad con soluciéon 20X SSC (3M NaCl,
0.3M citrato de sodio) papel 3MM de un tamaiio menor que ¢l gel y uno mas grande y la
membrana de nylon

Se coloca el gel en una base dentro de la charola con ei papel filtro grande abajo, luego el gel,
Ta membrana nylon y los papeles filtro, al final algo pesado para ejercer presion, se cubre con
plastipac para evitar la evaporacién del amortiguador y se deja de 24 a 36 horas

Se desmonta la transferencia y la membrana nylon se pone en una solucién 2X SSC por 30

min en agitacion



17. Al término se saca y ain himeda se coloca entre dos papeles filtro y se irradia con luz
ultravioleta utilizando un aparato de crooslinking (1 min, 1200 pjoules, Stratagene) para fijar
permanentemente el DNA a la membrana

18. Se coloca en ¢l horno a 115° C por 1.5 horas, para asegurar el proceso de fijacion de DNA

19. Selava en 500ml de solicién de 0.1X SSC/0 5% SDS a 65° C durante 30 min con agitacion

20. La membrana de nylon hiimeda se coloca en una bolsa de plastico tipo seal-A-meal, la cual se
seila

.1 Marcaje de la sonda.

El marcaje radiactivo de la sonda se lleva a cabo con el kit Random Primed DNA labeling.

La sonda que se utiliza es el cDNA completo de la 21-hidroxilasa, el cDNA se encuentra dentro de

un vector tipo pUC13 con sitios BamHI en los extremos. Se utiliza el fragmento cortado con

BamHl y purificado con polvo de vidrio en un gel de agarosa

1. Setoman 10pl (3ul de la sonda y 7l de agua), aproximadamente 30 ng de DNA y se calienta
2 95° C por 5 min

2. Colocarla en hielo y dar un pulso

3. Adicionar 1pl de cada ANTP (G, A, T); 2ul de mﬁortiguadof de reaccién, 1l de enzima
Klenow y 5ul P** oCTP (3000 CV/mmol)

4. Mezclar e incubar 8 37° C upa hora

5. Al término de la incubacién tomar 1pl de la mezcla en un tubo ependorf de 1.5ml y agregarie
991l de agua (1:100) y seguir incubando el resto

6. De la mezcla 1:100 tomar 5ul y colocarlos en papel Whatman DAES, secar con aire y lavar 3
veces con solucién de fosfatos 0.5M de 5 min cada lavado, lavar con agua 2 min, sumergir en
etanol, secar y depositario en un frasco con 10 ml de liquido de centelleo (tritosol} para
obtener las cuentas especificas y calcular el porcentaje de incorporacién

7. De esta misma mezcla tomar otros 5ul y colocarlos en papel Whatman, secar con aire y
ponerlo en un tubo con 10 ml de liquido de centelleo (tritosol) para obtener las cuentas totales

8. Los tubos se cuentan en un contador de liquido de centelleo para conocer la eficiencia del

marcaje (s& obtiene un 40% de incorporacion) La sonda marcada se guarda a -20° C
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II.2 Hibridacion.

10.
1.

12.

Iv.

A la membrana de nylon se le agregan 20 ml de !a solucién de prehibridacion (formamida
50%, SDS 1%, Denhart’s 5X, SSC 5X, fosfatos 0.05M) con 200ug/ml de DNA de esperma
de salmon previamente hervido 10 min y puesto a 4° C

Se sella la bolsa y se incuba a 42° C por 8 horas

Quitar Ia solucion de prehibridacion y agregar 18 ml de solucién de prehibridacion a 65° C,
2% dextrin-sulfato y la sonda marcada a la cual se le agregan 200ug/mt de DNA de esperma
de salmén y se hierve a 96° C por 10 min

Sellar la bolss y dejar a 42° C agitando toda la noche

Al dia siguiente se elimina la solucidn y se procede a los lavados

Colocar la membrana en una charola y lavarla 20 min a temperatura ambiente y agitacién con
400 ml de solucién SSC 2X, SDS 0.5% dos veces

Se lava 20 min a temperatura ambiente y agitacién con 400 ml de solucion SSC 0.5X, SDS
0.5%

Se lava 20 min & 37° C y agitacién con 400 ml de solucién SSC 0.5X, SDS 0.5%

Se lava 20 min a 42° C y agijtacion con 400 ml de solucion SSC 0.25X, SDS 0.5%

Se lava 20 min a 42° C y agijtacién con 400 ml de solucién SSC 0.1X, SDS 0.5%

La membrana se envuelve en plastipac y se expone & una placa de autorradiografia por 2 dias

¥y se revela

El analisis densitométrico de las autorradiografias se Hevo a cabo con el sistema Ambis 4000

Sintesis de oligonucledtidos.

Se disefiaron pares (sentido y antisentido) de oligonuclebtidos especificos para las
amplificaciones por PCR del gen CYP21 y para la secuenciacién con ayuda del programa
Oligo 4.0. Los oligonucledtidos empleados para secuenciar se disefiaron para que estuvieran a
una distancia de 50 a 70 bases del sitio de ls mutacion que se analizd. Todos los

oligonucledtidos utilizados se muestran en la tabla 3
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Fl gen se amplifico en varios segmentos, el disefio de los oligonucledtidos de amplificacion se
lievo a cabo tomando en cuenta las diferencias que hay entre gen y pseudogen como se
muestra en la figura 8

La sintesis de los oligonucledtidos se realizd con el sintetizador Oligo 1000 de Beckman.

La determinaci6n de la concentracion se llevo a cabo por espectrometria de forma semejante a
Ia cuantificacion del DNA gendmico

Para corroborar que los oligonucledtidos sintetizados fueran del peso molecular deseado y
libres de productos de menor peso molecular se corrieron en un minigel de acrilamida al 20%
por una hora a 100 volts con amortiguador TBE 0.5X (Tris-base 0.045 M, EDTA 0.001M,

acido borico 2.75%) con el siguiente protocolo:

Acrilamida-bisacrilamida 30%(29:1) Sml
Urea Spr

Amortiguador TBE 10X 1ml
Agua 1ml

Persulfato de Amonio 10% 25ul
TEMED 104

a) En un vaso de precipitados de 100 ml se disuelve la acrilamida-bis, la urea, el
amortiguador y el agua

b) Cuando esté bien disuelta la urea se agrega el persulfato de amonio y ¢l TEMED

¢) Colocar la mezcla en los vidrios, esperar a que polimerice y cargar los oligonucledtidos,
3ul del oligonucledtido con 5ut de amortiguador de terminacion (95% formamida, 20mM
EDTA, 0.05% azul de bromofenol, 0.05% cianol-xileno) para el gel de secuencia y un
oligonucledtido control para verificar el peso molecular

d) Al terminar la corrida se revisa el gel con luz ultravioleta (los oligonucledtidos se
observan como bandas color café)

Figura 8, Esguema del gen CYP21 donde s¢ muestran los fragmentos en los que s¢ amplificé por PCR
tomando en cucnta las diferencias de secuencia que hay enire gen y pscudogen para hacer la
amplificacién especifica al gen CYP21.
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Locsalizacién Uso

1 5 GTGGGAQGGIACCTGA_AG 3 5's PCRy SEC
2 3' CCTGCTTTCTCCCCACCA §' Pa PCR
3 5' ATCTGGTGGGGAGAAAGC 3 I2s PCR y SEC
4 " 3' AGAGCAGGGAGTAGTCIC 5' E3a PCR
5 5' CTGTCCTTGGGAGACTAC 3' E3s PCR
6 3' CCTGAGAAAGGGAATCACGTC ¥ ES5a PCR
7 3' CTGCATCTCCACGATGTGAT 5 E6a PCR
8 5' AGGGATCACATCGTGGAGAT 3' E6s PCR
9 3 CGGGGAGGTTGGTTGAGTGCT §' 3a PCR
10 5 ATGATCCTCCCACCTCAG 3' Bs . SEC
il 5' CACTGTTTCTCCACAGCGCAT 3 3s SEC
12 5§ CTCCTTTCACCCTCTGCA 3 I6s SEC
13 5 TGGGTTGCTGAGGGAGCG 3' I7s SEC
14 5' AGCAGGTGACTCCCGAGG 3' 18s SEC
15 5 TGAAAATGTGGTGGAGGC 3' I9s SEC
16 5' CCACTGCAGTGYCATCCT 3 E10s SEC
17 5* AAGAACTCCAGAGCTCTIG ¥ E10s SEC

Tabla 3. Seamuﬂadclosdigommleéﬁdosunpladospanhmliﬁ@dénymnmiadbnddgcndondesc
indicalalocalizsciénenelgenymuso.Lasbaswsjbmyadasi:ﬂicanlasbascsquedanlawpcciﬁcidaddc
amplificacién del gen.

V. Amplificaciones por PCR.

Con los oligonucledtidos sintetizados previamente se lieva a cabo 1a amplificacién con el
kit de PCR Ampligene de Perkin-Elmer. Los PCRs se corren con controles de agua y DNA de dos
distintos cosmidos que contienen el gen y ¢l pseudogen. La mezcla de amplificacion fue la

siguiente:
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Concentraciones iniciales Volumen | Concentraciones finales
Agua 29ml
Amortiguador de reaccion 10X 54 1X
MgC! 25mM 3ul 1.5mM
dNTPs 10mM | 2mM
Formamida 100% 1.5u 3%
Oligos 50 ng/ul 0.5u Ing
Taq Pol SU/d 0.5u 005U
AlbGmina 0.1mg Sul 0.0lmg
DNA 5pl 0.5-1pg
volumen total S50
aceite mineral 60ud

con el siguiente programa de amplificacion:

El 94° C 3 min
E2 94° C I min
E3  58-63°C* 1.5 min
E4 72°C 3 min
40 ciclos a partir de Ja etapa 2
ES 4°C

* La temperatura de alineamiento depende de las Tm {temperatura de separacion) de los pares de

oligonucledtidos empleados

La temperatura de alineamiento seleccionada fue la siguiente:

Region Tm | Oligonucleotidos empleados

5al2 62°C
128 E3 58° C
E3aEb 61°C
E6a3’ 63°C
5'aE3 58° C
I2aE5S 59°C

’
)
r

- 00 Ch W
[V = U P S

>

3,6

Para analizar la mutacién que se encuentra en el intron 2 se amplifico esta region con diferentes

pares de oligonucledtidos (1,4, 3,6; 3,4) {ver seccibn discusion)



V1. Gel de agarosa para purificacion de DNA (remocion de los oligonucledtidos de

amplificacion).

Se procede a purificar los fragmentos de PCR deseados y ésto se hace por medio de un gel

de agarosa 1% preparado como se indica en la parte III inciso 8 comrido con amortiguador TAE
1X en una ckmara horizontal de electroforesis a 80 voits por 1.5 horas

1.

Las muestras se colocan en ¢l gel con Sl de amortiguador de cargado y un marcador de peso
motecular (DNA de $X174 digerido con HincIl 6 DNA de fago lambda digerido con HindIII)
Al término de la corrida se revisa ¢l gel ea el transiluminador de luz ultravioleta y con una
espatula se corta la banda deseada colocandola en un tubo ependorf de 1.5 ml

VII. Purificacién de DNA con la técnica de polvo de vidrio.

wos W N

7.
8.
9.

Para esta metodologia empleamos el kit USBioclean
Agregar al tubo que contiene 1z banda de agarosa con el DNA, 500yl de la solucién Nal 6M
Incobar a 55° C el tiempo uecesario para que la agarosa se funda
Incubar 1 ming 4°C
Agregar 10p de la suspensién de polvo de vidrio (bien mezclada). Incubar en hielo 15 min
Centrifugar a maxima velocidad por tres min. Desechar el sobrenadante con una pipeta de
punta adelgazada
Lavar el botén con 700ul de la solucion de lavado a -20° C (0.2 M Tris-HCI pH 7.5, 1.0 M
NaCl, 20mM EDTA, etanol 50%), centrifugar por 3 min a méxima velocidad y desechar
sobrenadante. Este paso se repite tres veces
Agregar 20pl de agua e incubar a 55° C durante 5 min
Centrifugar por 5 min a méxima velocidad
Recuperar el sobrenadante y colocarlo en un tubo ependorf de 0.5ul

10. Secar en SAVANT y guardar a -20° C
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VHI. Secuenciacion de DNA por el método de Sanger.

Los productos amplificados por PCR ya purificados se emplean para secuenciacion con el
kit sequenase version 2.0 USB con el siguiente protocolo:
1. Preparar la dilucién de la mezcla de marcaje requerida (1:5,1:10,1:15; dependiendo de la
region que se desee leer)
Disolver el DNA en 7ul de agua
Agregar 1pl de oligonucledtido (100ng/ul)
Agregar 1il de DMSO (dimetilsulféxido) y agitar
Incubar a 95° C durante 3 min
Sumergir en etanol y hielo seco
Preparar los tubos con G, A, T, C con 2.5ul ¢/u de ddNTPs (mezcla de dideoxinucledtidos)
Descongelar en mano el tubo con el DNA y centrifugar (un pulso)

R AT o

Afiadir 2l de amortiguador de sequenasa 5X
. Adicionar 1y de DTT (0.1 M)

Jemk e
s

. Agregar 2ul de la dilucion de la mezcla de marcaje

—
[

. Agregar 0.5ul a8 ATP (1000 Ci/mmol) agitar en vortex ligeramente

—
w

Agregar 2ul de enzima sequenasa agitar en vortex ligeramente

L
9

Incubar a temperatura ambiente 3 min

—
W

. Precalentar los tubos con ddNTPs a 48° C 1 min antes del término de la incubacién anterior

-
o

A cada tubo se le agregan 3 Tl de la reaccion, dar un pulso

—
~

Incubar los tubos por 3 min a 48°C

—
o

. Poner 4ul de amortiguador de terminacidn dar pulso

st
O

Cargar las muestras en el gel 3l de cada uno (previamente desnaturalizadas a 95° C) en el
orden G, A, T, C, cortrer el gel a 1800 volts el tiempo necesario para resolver adecuadamente

las cadenas de DNA en la regién que se desea leer
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IX.  Gel de acrilamida para secuenciacion.

Las reacciones de secuencia se corren en un gel de acrilamida al 8% de acuerdo al

siguiente protocolo:
Acrilamida-bisacrilamida 30% (29.1) 10 mt
Ameortiguador TBE 10X 4 mi
Urea 23 grs
Agua 20 m!
Persulfato de amonio 10% 125
TEMED 25pl

L

Newm kW

Disolver la urea con la acrilamida-bis, el amortiguador y el agua

Lavar los vidrios de secuenciacion con agua y jabén, secarlos y siliconizarlos con sigmacote
(Sigma)

Empalmarlos y colocarle las pinzas

Ya disuelta la urea agregarle el TEMED, el persuifato de amonio y agitar

Vaciar 1a solucion en los vidrios y esperar a que polimerice

Preparar el amortiguador de corrida TBE 0.5X

Al término de la corrida separar los vidrios v fijar el ge! con la solucién metanol:ac.acético
(10%) durante 15 min. Enjuagar con agua, colocar el gel en papel Whatman 3mm secar e} gel
durante una hora a vacio y a una temperatura de 80° C

Exponer el gel a una placa de autorradiografia a temperatura ambiente el tiempo necesario y
revelar. Leer 12 secuencia e identificar Jos cambios presentes

Secuenciacion de DNA por PCR.

La técnica de secuenciacién por PCR se empled debido a que el fragmento de PCR. de la

regién del exén 6 al extremo 3’ def gen es muy grande (1800 pb) y se utilizd ef producto de una
sola amplificacién para secuenciar dos exones (con este método se requiere menor concentracion
de DNA). Para esta técnica se empled el kit Thermosequenase cycle Amersham con el siguiente
procedimiento:

Kinacidn del oligonucledtide:
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a)
b)
<)
d}

o oS s W

Aguoa 5.5u
Oligonuclestido 100ng/d 2
Amortiguador kinasa 5X 14

Enzima kinasa 10 U/pl 0.5
P*2y ATP (6000 Ci/mmol) | 0.5u

fix

Mezclar todo en un tubo ependorf 0.5m!

Incubar a 37° C por 30 min

Incubar a 70° C por 15 min, colocar en hielo

Tomar 0.5u] con 5ul de amortiguador de terminacion de secuencia correrlo en minigel
acrilamida como el descrito en la parte IV inciso 5 con el mismo oligonucledtido sin marcar
como control; este gel se expone a una placz de autorradiografia por 10 min a -70° C y se
revela la placa

Preparar los tubos con 4ul G, A, T, C c/u de ddNTPs (mezcla de ¢:deoxinucledtidos)

Tomar la mitad del DINA obtenido de la purificacion con el polvo de vidrio en un tubo
ependorf de 0.5ml y llevarlo a un volumen de 12,51l

Aeste agregarle 2ui de amortiguador sequenasa

Afiadir 1ul de oligomucledtido marcado radiactivamente

Adicionar 2l de enzima thermosequenasa, mezclar ligeramente

Agregar 4l de esta mezcla a cada tubo de los dANTPs

Agregar 10l de aceite mineral, dar un pulso en la centrifuga

Colocar los tubos en el termociclador con el siguiente programa;

E1l 95°C 3 min
E2 95° C 30 seg
E3__ 70°C 30 seg
40 ciclos a partir de la etapa 2
E4 4°C

Al término del programa agregar a cada tubo 4l de amortiguador de terminacién

28



10. La realizacion del gel empleado lleva €l mismo procedimiento que el otro protocolo de
secuencia con la diferencia que éste se expone a una placa de autorradiografia con pantalias

intensificadoras a -80° C, ya que el isdtopo empleado es )
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RESULTADOS

Anilisis de mutaciones en pacientes con deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa

Se llevd a cabo el andlisis de mutaciones puntuales por medio del cual identificamos 1a
presencia de mutaciones en el 78.7% de los alelos, obteniendo las frecuencias alélicas para las 13
mutaciones analizadas. Se encontrd diferencia significativa en la frecuencia alélica con respecto a
otras poblaciones anicamente para la delecion completa del gen (Tzbla 4).

La bisqueda de deleciones a través de ensayos de hibridacién se Levd a cabo en los 47
pacientes {21 con el fenotipo FS, 23 con el de VS y 3 con el fenotipo NC). En 3 de ellos (12, 21 y
22) se identifico una posible delecion heterocigota del gen funcional CYP21 (disminucion de la
intensidad de la banda de 3.7 Kb) cuando el snilisis se hizo utilizando DNA genémico digerido
con la enzima de restriccion Tagl. De estos 3 pacientes solo en el paciente #9 se confimo la
delecion heterdcigota utilizando para ¢l andlisis DNA digerido con una segunda enzima de
restriccion (Bgl IT). Este anilisis se realizo utilizando al menos 2 enzimas de restriccidn ya que con
frecuencia existen conversiones génicas en los sitios de reconocimiento de estas enzimas. Por lo
tanto la frecuencia de alelos de delecién en nuestra poblacion fué menor al 1%. Al estudiar la
segregacion encontramos que ia madre era la portadora de la delecidn en esta familia.

Se determinaron las frecuencias alélicas de las 13 mutaciones en ambos sexos (Tabla 5). Se
encontrd diferencia significativa en la distribucién por sexos para las mutaciones exdn 8
(Arg—Trp) y la mutacion en exén 10 (Pro453 —» Ser).

Se identificé un 34% de los pacientes como heterbcigotos compuestos ya que poseen
distintas mutaciones en ambos alelos (Tabla 6).

De las trece mutaciones analizadas, 10 de ellas se encontraron en nuestra poblacién (E1,
12, E3, E4, E7,, E72, E8,, E8,, E10 v la delecion completa del gen CYP21).

Adicionalmente a la bisqueda de 13 mutaciones de las 17 reportadas, se identifico la
mutacién en el codoén 484 (Arg —» Pro) descrita previamente (Wedell y Luthman 1993b), en el
paciente #34.
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Identificacién de posibles mutaciones nuevas

Se identificaron dos posibles mutaciones nuevas. Una de estas encontrada en el paciente
#37 con el fenotipo perdedor de sal. Esta mutacion se localiza en el exon 10 y consiste en la
delecion homocigota de una timins en ef codon 475.
La segunda se identificé en el paciente #28 que tiene ¢l fenotipo no clasico y fue encontrada en el
intrén 7 (T — C) en la base 1785.

1dentificacién de cambios de secuenciz que representan peosibles polimorfismos

Se identificaron dos cambios de secuencia en el exén 3 que representan posibles
polimorfismos, ambos resultan en un cambio de base de A — G (que origina una sustitucion de
Lisina—Arginina) en los codones 98 y 102. La sustitucién de Lis98 — Arg se encontrd en el
paciente #3 que ademas presenta la mutacion en el intrén 2 en forma homécigota. La sustitucion
Lis102 — Arg se identificé en 15 pacientes (1, 5, 12, 21, 24, 25, 27, 32, 33, 39, 40, 41, 42, 44 y
47).

Se identificd también un cambio de secuencia en exon 10 que resulta en la sustitucion
Asn493-3Ser con una frecuencia alélica del 41.5%. Ya que el efecto funcional de esta alteracion
no ha sido estudiado, se analizd su frecuencia alélica en 20 individuos normales (clinicamente
sanos y sin historia familiar de hiperplasia suprarrenal congénita). No se encontrd diferencia
significativa en la frecuencia alélica de este cambio entre individuos normales y pacientes (37.5 vs
41.5%) (p=0.5), sin embargo, encontramos diferencia significativa en la proporcién de individuos
homécigotos portadores de este cambio entre los pacientes (24 vs 3) (p=0.01).

Identificamos adicionaimente un cambio de secuencia localizado en el exén 5 que resulta
en la sustitucién Asp183 — Glu en 3 pacientes (33, 41, 42) con una frecuencia alélica de 5.3%.
Este cambio de secuencia existe en ¢l pseudogen y su efecto funcional no ha sido ain estudiado.
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Ideatificacion de pacientes potencialmente portadores de mutaciones nuevas

Se identificaron 5 pacientes (7, 17, 21, 26, 42) (2 PS y 3 VS§), en los cuales no
encontramos ninguna de las 13 mutaciones que se analizaron, a pesar de que su perfil clinico y
bioquimico es compatible con ef didgnostico de deficiencia 21-hidroxilasa (tabla 7). Algunos de
estos pacientes tienen posibles mutaciones nuevas: el paciente #42 es portador de los cambios
Lisl02 — Arg y Aspl83 — Glu en forma homocigota, el paciente #21 presenta en forma
heterocigota los cambios Lis102 — Arg y Asn493— Ser y los pacientes #7 y #26 tienen la
sustitucion de Asn493 — Ser en forma homocigota. Adicionalmente identificamos 10 pacientes en
los cuales solo se ha identificado Is mutacion responsable en uno de los alelos.

Identificacion de familias donde no existe segregacién de 1a mutacién correspondiente en
alguno de los padres

Se identificaron 9 familias en las cuales alguno de los padres no tenia la mutacion presente
en el hijo (Tabla 8), estas familias podian represemtar casos de no paternidad En ellas se realizé
andlisis de huella digital de DNA utilizando anilisis con marcadores microsatélites localizados en
distinios cromosomas. Se confirmé paternidad positiva en todas ellas con una probabilidad de no
paternidad del orden de 107 a 107° (estos resultados fueron obtenidos como parte de otra tesis de
grado)

Identificacibn de mutaciones y combinacibn de mutaciones asociadas a fenotipos

particulares

Se encontraron relativamente pocas mutaciones o combinaciones de éstas asociadas a cada
uno de los fenotipos clinicos. Las combinaciones de mutaciones {genotipos) identificadas en cada
una de las formas clinicas de la enfermedad se ilustran en la figura 9. Siete de las 13 mutaciones
estudiadas se identificaron en pacientes con el fenotipo de pérdida de sal (12, E3, E4, ET,, ET,,
E8, y E8y), sicte se encontraron en pacientes con la forma de virilizacién simple (E1, 12, E4, E7,,

ER;, E10 y delecion total del gen) mientras que solo una (El) se encontrd en un paciente con la
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forma atenuada o no clasica de la enfermedad. De acuerdo a estos resultados podemos postular
que la bisqueda de 10 de las 13 mutaciones analizadas permite la identificacion de las mutaciones
responsables de esta entidad en aproximadamente el 80% de los alelos mutantes en pacientes
mexicanos. Es interesante que las mutaciones Val281 —» Leu y Prod53 — Ser previamente
asociadas al fenotipo no clasico no parecen ser las responsables de esta forma clinica en la
poblacion mexicana.
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Mautacién Frecuencia encontrada en
nuestra poblacién

(%)
El Pro30 - Leu 8.5
12 é -G 47.9
E3 Del 8 bp 2.1
E4 Iel72 - Asn 11.7
Te236 — Asn
£6 Val237 — Glu 0
Met239 — Lis
E7q Val281 — Leu 8.5
E7, inserciénde T 1.0
17 C-G 0
E8y Gin318 — Terminacién 42
E3; Arg356 — Trp 7.4
E9 Trp406 —» Terminacion 0
E10 Pro453 —» Ser 21
Del Delecién del gen CYP21 1.0

Tabla 4.- Frecuencia aldlica de las mutacioncs puntuales y 1a delecion del gen obtenida en
1a poblacion mexicana.




Hombres Mujeres

El 7.7 ; 88
12 384 48.5
E3 0 29
E4 15.4 103
E6 0 0
E7y 7.7 8.8
E7 3.8 0
17 0 0
E8¢ 38 44
E8y 0 10 3*
E9 0 0
E10 7.7 o*
Del CYP21 0 1.4

Tabla 5. Distribucién de las frecuencias alélicas de las mutaciones analizadas en
ambos sexos. El asterisco indica aquellas mutaciones para las que s¢ observd
diferencia significativa cn la distribucién por scxos



Del | posibles mutaciones
o ton L2212 | E3 | Ea|E7 | £ | 17 [ E8 | B8 | £9 [E10| cvons | Poolimorfiomos mveves.

1 PS [ - [++] o= -] ¥~} == { =~ -- UV B R - AAG-» AGG 102 + +

3 S5 I T S U U SN SO U IR [ RpRN . AAG > AGG 98 ++
AAC > AGC 493 ++

VS | e= 1 +=-} = | -} =~ e | m= | == T -- AAC —» AGC 493 +-

AAG - AGG 102+ +
AAC > AGC 493 + -

&
1
<+
+
L)
1
L
L]
1
1
]
Ll
)
+
1
L]
1
1
1
1
1

AAC > AGC 493 +-

I IUOTTS R I R e f e - R -- AAC 5> AGC 493 + -

4

5

]

7 PRl mo | e} cc | w= ] ==} =~} -] -- =l == -- -- AAC - AGC 493 ++
8

9

JED JRE S R - - - - - -- -- - -- AAC -» AGC 493 ++

AAG - AGG 102 ++
AAC - AGC 493 + -

[ S RO B co lea | - | - -1 -- -- AAC —» AGC 493 ++

DR VTS [ SO IR B T B R - - AAC > AGC 493 ++

HEEFEIEIEIEIEE:
-+
+

g VS| -+ = --1 -~ O B - P e . AAC > AGC 493 + +

19 PSS -+ «-7--1 -~ me b - P --

i e s oo .1 --{wn]--1| --

TR 2 R U (R A B A R I D . AAC - AGG 102 + -
AAC — AGC 493 + -

2 1VS Y} - t++] - | - - - RV S = | -- - -- AAC = AGC 493 + +

BLVS{+raF=| =} --] -~ U I e B AL B -- AAC — AGC 493 ++

lvstaa) oot aofun} -- R U IR IR AU R . AAG - AGG 102 + -
AAC — AGC 493 *-

VI I U T R roviy D R NP SRR RPON R L AAC = AGG 102 ++
AAC — AGC 493 + +

2% lvstl -] --1--F-=1==1~-1=-1]-=- -l e=] - - AAC - AGC 493 +

o lve | ool el e ca |+l oo ] -] -- T R . AAG —» AGG 102+ -
AAC - AGC 493 + +

2% NC i e o . . e - - - .- - e AAC - AGC 493 + -
T - G 1785

2 INCl 4+ -] =~ PO R R S - AAC - AGC 493+ -

o T VE T ol oo b oo 74 oo | oe | = | o= | #=|--]--{ -- | AMC—»AGC493+-

i INe Y+ b o) aa ]| -- N R R e | = | =- - AAC —+ AGC 493 +-

32 | PS]| w- J++}f -} ~- - cu | -~ - -n | - .- -- AAG — AGG 102 ++

FER S (A SOV IR IS I ARG - AGG 102+ |
GAC —» GAG I8 +-

M4 PS ] -u -] -t o~ P R T R IR --




Del ibles mutaciones ¥/
Pac |Fea |E1| 12 [ 23 | Ea]En [En| 17 [E8 [E% | E9 | E10] oypy P limofismos micvos
35 L VS | vl = ] == | ++} -~ - | -] -- P T --
6 | VE | -= ] == | -- | +-1 -~ e | ae ] == wo | ==} - .-
7Sl --]--1]1--1--]=- I R TS T B - Del T 475
38 Ps - -- | ++} == - -- - - .- - - -
wivelaw sl --1-- . . R o . . . AAG > AGG 102 + -
AAC - AGC 493+ -
swles | o |++] -] -2} +- . . . . . .- . AAG - AGG 102 ++
AAC > AGC 493 ++
# ps | oo+l o +-1| -- . . L . . . o AAG > AGG 102 ++
GAC -» GAG 183 ++
o les oo oo . . . . . . L . AAG > AGG 102 ++
GAC —» GAG 183 ++
43 PSSl - ++}f - | = j +- . -- -- -- -- - -- AAC -5 AGC 493 ++
s lwvs) o1l obagl o . . . . . . . AAG - AGG 102 ++
AAC - AGC 493 + -
As eS| --}F -] --1-- e b e | e ++ | -- - --
4 | VSt oo -] -] --] -~ [ T e B e e ..
47 PS - + 4 o s +- . - . __ . . - AAG-)AGGIOZ"‘*
AAC - AGC 493 ++

Tabla 6. Andlisis de mutaciones en pacientes con deficiencia 2]-hidroxilasa. Se presentan todas las mulaciones analizadas y la
presencia o ausencia de éstas en todos los pacientes: fenotipo perdedor de sal (PS), virilizante simple {VS) y no clisico (NC),
nanacion en Tos dos alelos (+ +), mutacion en un aleto (+ -, sin mutacion {- -}, regidn que no se secuencié () ¥ los cambios
encontrados como posibles mutaciones y potimorfismos.
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Figura 9, Combinacién de mutaciones (geoatipos) en los difereates fenatipos de 1a enfermedad,

La mutacién o mutaciones presctcs ch cada uno de los alelos y 1a combinacidn de mutaciones en ambos altlos en pacicnies
con las diferentes formas clinicas, Genotipes en pacientes con 1a forma de perdedor de sal A, genotipos en pacientes con la
forma vinhzante simple B, genolipos en pacientes con la forma no clisica C. Alelo 1 (A1), Alelo 2 (A2), ¢l nsterisco indica
1a combiacion de alclos presentes cn pacicnics con diferentes fenotipos, posible mutacion nucva idenufica en Intron 7
(T—1785) ()



DISCUSION

Se analizaron 94 alelos correspondientes a 47 pacientes mexicanos no relacionados,
diagnosticados clinicamente con deficiencia 2i-hidroxilasa. El estudio reveld la presencia de
mutaciones previamente reportadas en 78.7% de los alelos mutantes.

Los alelos con delecién completa del gen CYP21 muestran una frecuencia muy baja entre
los pacientes estudiados (menor del 1%) (Tusié et al. 1996). Una posible explicacion a este
hallazgo es la alta proporcion de mujeres con respecto a varones (2.6:1) entre los pacientes
clinicamente diagnosticados (nuestra poblacién de estudio). Esto sugiere que los varones en el
periodo posnatal no son diagnosticados oportunamente, a diferencia de las mujeres que presentan
ambigiiedad de genitales y una gran mayoria de elios mueren como consecuencia de crisis de
pérdida de sal. Esta suposicion implicaria también que los varones tienen una mayor frecuencia de
deleciones que las mujeres.

Para determinar si existen diferencias en las frecuencias alélicas de mutaciones entre ambos
sexos, se calculd la frecuencia alélica de cada una de las 13 mutaciones puntuales analizadas y se
encontrd diferencia significativa en la distribucién de sexos Gnicamente para la mutacion del E8;
(R356W). Es posible entonces que entre ambos sexos existan diferencias para la delecién del gen.

Recientemente han sido descritas mutaciones nuevas, asociadas a poblaciones particulares:
una mutacién en el intron 1, Trp22— terminacién, Prol05 — Leu, y Argd84 — Pro se
identificaron en pacientes suecos (Nikoskov et al. 1997, Lajic y Wedell 1997, Wedell y Luthman
1993b). La mutacién Argd484 — Pro localizada en el exon 10 fue identificada en uno de nuestros
pacientes (#34).

Identificamos una posible mutacion nueva localizada en el exén 10, que corresponde a una
delecion de una timina en el codén 475 en el paciente #37. Esta mutacion ocasionaria un cambio
en ¢l marco de lectura del gen. Dentro de esta region la sustitucion de una Pro — Ser en la
posicion 453 ha mostrado que tiene efecto sobre la actividad enzimatica, indicando que las
mutaciones en ¢l dominio carboxi terminal pueden alterar 1a actividad enzimética.

Identificamos también una posible mutacién nueva en el intron 7, en la posicién 1785 en el
paciente #28 que preseata el fenotipo no clasico. Esta alteracion esta localizada dentro del
dinucledtido GT, una secuencia establecida como importante para el procesamiento del RNA
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(Green 1991). Una mutacién en la posicion 1784 ha sido reportada previamente en pacientes
suecos (Wedell y Luthman 1993a). El cambio de secuencia identificado en nuestro paciente puede
ser una mutacién esporadica ya que no se enconmtré en ningin otro paciente, ni ha sido
previamente reportada como polimorfismo det pseudogen; sin embargo, pudiera tratarse también
de un polimorfismo del pseudogen presente en la poblacion mexicana.

Encontramos 2 sustituciones en el exén 3 en los codones 98 y 102 (Lis98 — Arg, Lis102
—» Arg) que parecen comesponder a polimorfismos del gen ya que representan sustituciones de
aminodcidos del mismo grupo polar. Sin embargo, I lisina en o coddn 102 estd conservada en la
enzima bovina.

Ningunza de las posibles mutaciones nuevas o los polimorfismos identificadas por nosotros
han sido reportados en el pseudogen y pudieran representar mutaciones de novo.

Adicionalmente identificamos la sustitucion Asp183 —» Glu en el exén 5 en tres pacientes
(pacientes 33, 41, 42). Este cambio esth presente en el pseudogen y su frecuencia alélica en
nuestra poblacion es de alrededor del 5%. Este cambio no ha sido reportado antes en pacientes
con deficiencia de 21-hidroxilasa. El efecto funcional de esta sustitucién atin no ha sido estudiado.
El aspartato en ia posicién 183 se encuentrs conservado en la enzima bovina, lo que sugiere que.
su sustitucién podtia slterar la actividad de la enzima.

Determinamos una alta proporcién de homocigocidad para la sustitucién de Asn493 — Ser
entre nuestra poblacion de pacientes (14 pacientes). Es posible que algunos de estos alelos porten
ademis de este cambio alguna otra mutacién en una posicién sin no identificada y que ambos
cambios se encuentren en desequilibrio de endace.

En 20 alelos no se encontraron ninguna de las 13 mutaciones analizadas. En dos de estos
20 alelos identificamos posibles mutaciones nuevas. El perfil clinico y bioguimico de los pacientes
que o presentan ninguna de las 13 mutaciones analizadas es compatible con el diagnéstico de
deficiencia de 21-hidroxilasa, es posible entonces, que algunos de estos pacientes porten
mutaciones en la region codificadora, dentro de los intrones o bien en la region reguladora del gen.
Ya que se utilizé la secuenciacién directs para el anilisis de las 13 mutaciones conocidas, se
cuenta ya con informacion de secuencia que equivale al 40-50% de la secuencia total del gen en
todos Jos pacientes. De hecho, con estz estrategia fue posible Ia identificacién de las posibles
mutaciones nuevas encontradas en nuestra poblacion.
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Se identifich ademas una alta frecuencia de portadores obligados (alrededor del 20%) en
los cuales 1o se identificaron ia mutacion o mutaciones encontradas en el paciente, al analizar el
DNA genomico extraido de linfocitos sanguineos. A través de la tipificacién con marcadores
microsatélites localizados en tres distintos cromosomas se demostré paternidad a través de huella
digital de DNA en las nueve familias en cuestion. Una vez descartada la posibilidad de no
paternidad al menos tres mecanismos genéticos pueden postularse para explicar este hallazgo: 1) 1a
presencia de mosaicismo (posiblemente en gonada) en los portadores, 2) la ocurrencia de disomia
uniparental y, 3) 1a existencia de mutaciones en la linea germinal como resultado de eventos de
recombinacion de novo. De estos tres mecanismos solo el dltimo, ha sido documentado en células
germinales de varones normales (no paciestes, ni portadores de deficiencia de 21-hidroxilasa)
(Tusié y White 1995). Individuos normales presentan mutaciones germinales probablemente como
consecuencia de mecanismos de recombinacién, tanto enirecruzamiento ilegitimo como
conversién génica en una proporcion relativamente elevada de células gameticas (en el orden de 1
en 10° a 1 en 10° células). Es interesante sefialar que solo en una de las 9 familias donde se
observo este fenomeno, existe el antecedente de un segundo miembro afectado, lo que sugiere la
posibilidad de mutaciones en la linea germinal en la mayoria de las 8 familias restantes. La
presencia de un segundo miembro afectado en la familia #20 es compatible con la presencia de
mosaicismo gonadal en alguno de los progenitores. La presencia de mosaicismo 0 disomnia
uniparental no ha sido reportada antes para este padecimiento.

Se ha reportado amplificacién selectiva del alelo mutante cuando se utiliza PCR para el
andlisis de la mutacion del intrén 2 en pacientes con deficiencia de 21-hidroxilasa (Day et al. 1995,
Day et al. 1996). Esta amplificacién selectiva puede deberse a la falta de apareamiento de alguno
de los oligonucledtidos de amplificacion debido a2 cambios en la secuencia del gen por
polimorfismos frecuentes en esta region. Del grupo de las 9 familias donde no se encontré Ia
mutacién correspondiente en alguno de los padres, en 4 de ellas el paciente es homocigoto para la
mutacién en el intrén 2. En estos cuatro pacientes descartamos la posibilidad de la amplificacion
selectiva del alelo mutante en el paciente, utilizando para el anilisis de esta region productos de
PCR originados de tres reacciones independientes empleando distintos pares de oligonucledtidos
de amplificacién, por lo que es poco factible que el hallazgo de homocigocidad en estos 4
pacientes se deba a un artefacto de PCR.
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Identificamos tres grupos de pacientes potencialmente candidatos para portar mutaciones
dentro de la region reguladora del gen: a) pacientes en los que no identificamos ninguna delas 13
mutaciones analizadas, b) pacientes homécigotos para el cambio Asn493 —» Ser en exon 10 que
no prwmﬁn ninguna de las 13 mutaciones reportadas y, c) pacientes portadores de mutaciones
idénticas que presentan diferentes fenotipos (fenotipos discordantes).

Se ha demostrado que la regién promotora del pseudogen muestra disminucion de al
menos 5 veces en la actividad transcripcional comparada con la del gen funcional (Chang y Chung
1995). Esta diferencia en la actividad transcripcional es presumiblemente el resultado de una
disminucion en la afinidad de unién para el factor suclear Sp1 como consecuencia de un cambio de
secuencia en Ia posicion -117 en el pseudogen. Este cambio de secuencia pudiera existir también
en el gen funcional CYP21 de alguno de nuestros pacientes, ya que es posible que ocurran eventos
de convetsién génica en esta region.

Las mutaciones que afecten Ia transcripcion del gen pudieran explicar; por ejempio, la
expresion de la sintomatologia en pacientes donde no se han encontrado mutaciones en la region
codiﬁcadoradelgm,obimpudiawnexpﬁcnrdifermciasmhseveﬁ&lddelaenfermedad en
pacientes portadores de mutaciones idénticas (en exones y/o intrones) y que presentan fenotipos
discordantes,

Basados en la identificacién de mutaciones y las combinaciones de mutaciones presentes en
cada fenotipo clinico, esta informacién puede ser muy itil en la implementacién de estrategias de
tamizaje molecular rapido en aquellos pacientes captados en el futuro.

Nuestros resultados muestran evidencia de la presencia de distintos mecanismos genéticos
involucrados en la expresion de este padecimiento, y por lo tanto hacen notorias las diferencias en
Jas bases moleculares del padecimiento entre la poblacion caucésica y la poblacién mexicana.

La identificacién de familias con patrones inusuales de herencia puede contribuir al
conocimiento de los distintos mecanismos genéticos involucrados en la expresién de este
padecimiento y sentaré las bases para un adecuado consejo genético, ya que lag probabilidades de
concebir a un segundo miembro afectado, cambian radicalmente de acuerdo al mecanismo
genético por ¢f cual se transfiere ia mutacion.
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CONCLUSIONES

Se analizaron 13 de las 17 mutaciones reportadas en pacientes con deficiencia 21-
hidroxilasa en 47 pacientes mexicanos no relacionados clinicamente diagnosticados con alguna de
1as variantes clinicas de la enfermedad.

El #nalisis mutacional reveld Ia presencia de la mutacion responsabie en el 78.7% de los
alelos analizados.

Se identificaron 3 posibles mutaciones nuevas localizadas en el intron 7 (T — C en la base
1785), en ¢l exén 5 (Aspl83 — Glu) y en el exon 10 (delecion de una T en el coddn 475),

mientras que €l cambio de Asp183 - Giu este presente en el pseudogen, las otras dos posibles
mutaciones parecen haber ocurrido de forma esporadica.

Identificamos pacientes con mutaciones idénticas y fenotipos distintos, 1o que sugiere la

presencia de mutaciones adicionales en estos pacientes.

Se identificaron 9 familias con el patron inusual de herencia donde alguno de los padres no

porta la mutacién o mutaciones identificadas en ¢l paciente.

Habiendo demostrado paternidad positiva en estas 9 familias es posible postular una alta

frecuencia de mutaciones en linea germinal,
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