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RESUMEN

La HSC por deficiencia enzimética de la 21-hidroxilasa es un trastorno
autosOmico recesivo que se caracteriza por alteraciones en la biosintesis de los
glucocorticoides. Este defecto se acompafia del incremento en la secrecién de
ACTH y en la biotransformacion de los androgenos por las glandulas
suprarrenales. La enfermedad es causada por mutaciones en el gen de la 21-
hidroxilasa (CYPZI). ‘

Este trabajo describe la asociacion entre las diferentes variedades de HSC y
las alteraciones estructurales del gen CYP21 en 9 pacientes Mexicanos. Los
diagndsticos se establecieron tanto clinicamente como por la cuantificacién en
suero de precursores hormonales en la sintesis de SF. Para el analisis molecular se
llevé a cabo la amplificacién enzimdtica selectiva del gen CYP21 por PCR y
. secuenciacion directa de los productos obtenidos a partir de DNA gen6mico. Las
mutaciones homocigotas asociadas a la HSC variedad VS fueron 1172N y la
mutacién del In 2 (c/a g). Se identifieésla presencia de una o diversas
mutaciones en la mitad de los 18 alelos estudiados. En 3 casos se encontré més de
una mutacién en cada paciente. En 4 sujetos no se evidencid la existencia de
alteracion estructural en los segmentos analizados. Se identifico una familia con
tres hermanos afectados con diferentes mutaciones, con fenotipo VS y posible
patrén no usual de herencia.

En este estudio, la presencia de heterocigotos compuestos que expresaron
la deficiencia enzimatica, asi como de los casos sin mutacion identificada, de el
individuo con HSC variedad VS con polimorfismo homocigoto del Ex 10 y el
patrén no comiin de transmisién de las mutaciones en familias sugieren la
complejidad molecular de esta patologia y la existencia de otros mecanismos
involucrados en la variabilidad fenotipica no claramente elucidados a la
actualidad.
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INTRODUCCION

HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA

La HSC se refiere a un grupo de enfermedades autosémicas recesivas que
son el resultado de la disminucién o ausencia de actividad de las enzimas
necesarias para la sintesis del SF en las glandulas suprarrenéles, constituyendo una
de -las causas mdas frecuentes de los errores del metabolismo innato en los seres
humanos.™” Dentro de este grupo, la deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa
(P450c21) es la mas frecuente ya que se presenta en cerca del 90% de los pacientes
“con HSC.?

La HSC virilizante por deficiencia de la 21-hidroxilasa es la causa mas
comin de ambigliedad genital en la mujer. Esta entidad se conoce como
pseudohermafroditismo femenino, descrita inicialmente 2 mediados del siglo 19 y
su fisiopatologia conocida hasta mediados del siglo 20.> En la actualidad con la
ayuda de técnicas de biologia molecular se han establecido sus mecanismos de
transmisién genética los que distan mucho de la simplicidad de su naturaleza
recesiva, sino que por el contrario, siendo mas complejos sin tener todavia el

conocimiento adecuado de ellos.*

La incidencia de la variedad PS, la més severa en la poblacion general, se
estima entre 1:10,000 y 1: 18,000 recién nacidos mientras que en la forma NC en la
poblacién de Europa del Este y Judia es de alrededor del 3 al 4 %.* La frecuencia

de portadores para la forma NC, dependiendo de la etnicidad, variaentre lenSy



1 en 50 individuos y para la forma cldsica o severa es aproximadamente de 1 en
60.

" Se conoce que las bases moleculares subyacentes de la enfermedad difieren
entre las poblaciones Mexicana y Caucésica no sélo por el tipo y frecuencia de las
mutaciones, sino también por los mecanismos genéticos. involucrados en su
transmisién.”” Ordéfiez y colaboradores en una serie de 47 casos de pacientes
Mexicanos con HSC por deficiencia de la 21-hidroxilasa observaron la presencia
de diversas mutaciones en el 80% de los alelos estudiados.” La delecion y grandes
conversiones del gen CYP21 fueron poco frecuentes en la poblacion Mexicana
(1%) mientras que la frecuencia encontrada de éstas en otros grupos Europeos

varié entre el 25 y 45%.>"

La HSC se manifiesta clinicamente como un sindrome de sintomatologfa
diversa donde se encuentra alterada la sintesis de AD y SF." Su fisiopatologia
reside en la sintesis anormal de SF con la consecuente alteracidén en los
mecanismos de retroalimentacion nggatfva que gjerce el SF a nivel de la glandula
hipofisaria, dando como resultado la excesiva secrecion de ACTH (Fig. 1). La
sobrestimulécién de la corteza suprarrenal trae como consecuencia la acumulacion
de precursores de esteroides (principalmente 170HP4). Estos precursores son
biotransformados a andrdgenos, los que en sujetos 46,XX ocasionan los signos de

230y dependiendo del grado de afeccion

virilizacién de los genitales exteriores,
enzimatica se acompafian de variantes fenotipicas, existiendo al menos tres formas

distintas, la PS, la VS y laNC.

En la variedad PS, tanto la sintesis de AD y SF se encuentra afectada. La
sobreproduccion suprarrenal de andrégenos ocasiona la virilizacién pre y posnatal,

la cual es mas evidente en recién nacidos femeninos por la presencia de

11
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FIGURA 1. En una persona normal (izquierda), la glandula suprarrenal produce tanto SF, AD como
andrégenos. Cuando existen alteraciones en la sintesis de SF (HSC), por la pérdida de la
retroalimentacion negativa, la secrecién de ACTH se incrementa y estimula a la corteza suprarrenal.
Como consecuencia del bloqueo enzimético, se acumulan los precursores que se biotransforman a los
andrégenos. Este incremento en los andrégenos da por resultado el cuadro clinico de virilizacién.

ambigiledad genital. Al nacimiento, los sujetos 46,XX tienen ovarios, trompas de
Falopio y Utero con genifales exteriores virilizados por lo que frecuentemente
existe error en la asignacion del sexo. Los individuos 46,XY, con deficiencia
enzimatica de la 21-hidroxilasa variedad PS, generalmente no son diagnosticados
al nacimiento, sino hasta cuando las manifestaciones de los pﬂmeros signos de
insuficiencia suprarrenal aguda se hacen aparentes. La presencia de hiponatremia,
hiperkalemia, bajas concentraciones de AD en suero y la elevada excrecion de
sodio en orina sugieren el diagndstico. Ambos sexos, como resultado de la
sobreproduccion de androgenos suprarrenales, son afectados por corta estatura
debido al crecimiento 6seo acelerado, fusién temprana de las epifisis de

crecimiento v el desarrollo de pubertad precoz.>* !!

wEscon | e
FALLA D ORIGEN |




En la variedad VS, los individuos de sexo femenino cursan con
ambigiiedad de genitales exteriores ¢ incremento de 170HP4. Los individuos
masculinos escapan al diagnéstico hasta los 4 — 7 afios cuando presentan pubertad
précoz con aparicion de vello pubico, axilar y facial, ademas de la edad dsea
avanzada. Independientemente del sexo, los sujetos ‘afectados con la variedad VS
de la HSC cursan sin insuficiencia suprarrenal ya que la sintesis de AD no se

encuentra alterada. > 1!

La forma NC, también conocida como \;ariedad tardia o atenuada, es la
manifestacién més comin de la HSC. En esta variedad no existe la deficiencia de
SF o AD y los sujetos afectados se presentan con signos de hiperandrogenismo
alrededor de la pubertad. La HSC variedad NC debe considerarse dentro de las
posibilidades diagnodsticas en aquellas pacientes con manifestaciones de
hiperandrogenismo, oligomenorrea, amenorrea o infertilidad. Los sujetos 46,XY

"con esta variante por lo regular son asintomdticos; sin embargo, en algunos casos
desarrollan pubertad precoz y/o la presencia de tumores de restos suprarrenales a

nivel testicular, **!!

SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES. POR LA CORTEZA
SUPRARRENAL '

Las glandulas suprarrenales se encuentran divididas en corteza y
médula.>'""? Desde el punto de vista histologico la corteza suprarrenal adulta se
compone de 3 zonas distintas: glomerulosa, fasciculada y reticular. La zona
- glomerulosa, la més externa, produce mineralocorticoides (AD). En esta zona, la
" actividad de la 17 o-hidroxilasa es deficiente y por ende la sintesis de SF y
androgenos. La zona glomerulosa no estd bien definida v sus pequefias células

pobres en lipidos estdn distribuidas por debajo de la cépsula suprarrenal. La
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secrecion de AD‘ es regulada principalmente pbr el sistema renina-angiotensina y
por el potasio: La zona fasciculada, la intermedia y la mas gruesa de la corteza
supr,aﬁenal, produce SF y androgenos. Las células de la zona fasciculada son
grandes y ribﬁ’s en lipidos por lo que se les denomina “células claras™. La zona
reticular, la mas interna, rodea a la médula y produce SF y andrégenos. Estas dos
ultimas zonas son reguladas por ACTH vy se caracterizan }Sor ser deficientes de la
‘enzima CYP11B2 por lo que la sintesis de mineralocorticoides se encuentra

ausente.

20,22 hidroxilasa, - COLESTEROL
2022 desmolasa | .. 7a-hidroxilasa (CYPL7)  17,20-desmolasa
(CYP11A)

Pregnenolona ” 17-OHpregnenofona - Dehidroepian-
3B-hidroxiesteroide i androsterona

deshidrogenasa A4,5
isomerasa l 1

Progestercna ” 17-OHprogesierona - Androstendiona

21 -hidroxilasa
(CYP21) 17p-deshi- I
l drogenasa

Desoxicorticosterona 11-desoxicortisol Testosterona

11B-hidroxilasa e l : l ............ 11p-hidroxilasa

(CYP1iB2) ) {CYP 11B1)
Corticosterona CORTISOL

18-hidroxilasa |,

(CYP11B2) l

18-oxidasa 18-OHcorticosterona

(CYP1iB2) l

. ALDOSTERONA :
FIGURA 2. Biosintesis de mineralocorticoides (AD), glucocorticeides (SF) y andrégenos (DHEA y
TT) por las glédulas suprarrenales. Las enzimas que catalizan cada biotransformacién estéan sefialadas
en cuadros. Para las actividades enziméticas mediadas por citocromos P450 especificos se muestran -
en paréntesis. Los Gltimos tres pasos en la biosintesis de AD son producto de la- actividad del
citocromo CYP11B2, El CYP17 realiza dos funciones cataliticas, la 17u-hidroxilacion y la actividad
de 17,20-desmolasa.
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Las principales hormonas secretadas por la corteza suprarrenal son el SF,
los andrégenos y la AD" En la Fig. 2 se muestran las vias de biosintesis
principales y los precursores en la sintesis de esteroides por la corteza suprarrenal.
La mayor parte de las enzimas involucradas en la sintesis de SF y AD pertenecen
a la familia de los CYP, un grupo de proteinas mitocondriales y del reticulo
endoplasmico con excepcion de la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenas'a ALS
isomerasa. Los CYP son enzimas que tienen el grupo hemo y estan involucrados
en el metabolismo de compuestos lipofilicos como las hormonas esteroides,

Lt . 4
4cidos grasos, prostaglandinas y leucotrenos.”!

La enzima 21-hidroxilasa (P450021, CYP21) biotransforma la 170HP4 en

31012 g1 CYP21 contiene normalmente

1 1-desoxicortisol y la P4 en corticosterona.
494 residuos de amino4cidos y su peso molecular es de 52 kDa.’ La comparacién
entre las secuencias de aminoacidos de varios CYP ha permitido identificar los
residuos mas conservados los que presumiblemente son importantes en su funcién
catalitica (Fig. 3). La enzima P450c21 es 28% homologa en su secuencia de
aminoacidos con oftros citocromos de la misma familia siendo los residuos

15,16 . . .
1* Estudios comparativos de la secuencia

hidrofdbicos los mas conservados.
estructural entre los citocromos CYP21, CYP17 y CYPIL1A han identificado dos
regiones conservadas localizadas cerca del amino terminal (Q53-R60 en CYP21) y

del carboxilo terminal (L342-V358 en CYP21), respectivamente.’

El grupo hem es eritico para la funcion catalitica y se relaciona con un
residuo de C localizado en la posicion terminal de todos los CYP (C428 en
P450c21). Las mutaciones en C428 en ¢l CYP21 se acompaiian de la inactivacién

<3
de laenzima.
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FIGURA 3. Representacidn esquernatica del citocromo P450c21. Esta proteina s¢ encuentra en la
membrana del reticulo endoplasmico indicada por el drea punteada. Se seffala el grupo amino (A) y
carboxile terminal (C). El grupo prostético hemo esta representado por el cuadro con la cruz. Las tres
dreas de mayor interés estdn sefialadas por barras y numeradas. Se muestran también las secuencias de
aminodcidos (letras mayisculas) de esas dreas y se¢ comparan con areas homologas en otras 4
enzimas: 17 hidroxilasa suprarrenal bovina (17¢), enzima suprarrenal bovina gue corta la cadena
iateral del colesterol (scc), el P450 hepdtico inducido por fenobarbital en ratén (pb) y el P450
hepético humarno inducido por hidrocarburos policiclicos (mc). Los residuos que son iguales estan
seftalados con letras cursivas, El inicio y final de las &reas de cada una de las regiones conservadas se
pumeran. El residue cistelna marcado en la region 3 ¢s importante para el grupo funcional hemo,

El SF es sintetizado en la zona fasciculada (Fig. 2). El paso limitante en la
biosintesis de SF es la disponibilidad del colesterol en la célula para ser
incorporado a la membrana interna mitocondrial y biotransformado en
pregnenolona por accién de la ACTH." Este paso incluye dos hidroxilaciones y la
hidrélisis de la cadena lateral del colesterol, producto de la accidon de la enzima

conocida como 20,22 hidroxilasa, 20,22-desmolasa (CYP11A, P450scc).

TESK CON
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Posteriormente el citocromo P450c17 (CYP17, 17u-hidroxilasa) en el reticulo
endoplasmico liso de la zona fasciculada convierte pregnenolona a 170~
OHi),reghenolona. La enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa A4,5 isomerasa,
utilizando como sustrato a la 17a-OHpregnenolona, sintetiza la 170HP4, la que
posteriormente es hidroxilada en la posiciéon 21 por accion de la 21-hidroxilasa
(CYP21, P450c21) y dar lugar a la siﬁtesis del 11-desoxicortisol. Este precursor es
hidroxifado en el carbono 11 por accién de la 11P-hidroxilasa (CYP11Bl,

P450c11)y ser finaimente biotransformado en SF. %1%

La sintesis de AD es similar a la descrita para el SF, excepto por la
ausencia de la actividad de la 170-hidroxilasa. Para la sintesis de AD, la
pregnenolona es biotransformada en P4 por accidn dé la 3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa A4,5 isomerasa; posteriormente el precursor es hidroxilado en los
carbonos 21, 11 v 18 para dar lugar a la sintesis de desoxicorticosterona,
corticosterona y 18-desoxicorticosterona, respectivamente. Las hidroxilaciones en
los carbonos 11 vy 18 asi como la formacidn del grupo aldehido son catalizadas por

. . 4
la misma enzima.>'>!

BASES MOLECULARES DE LA DEFICIENCIA DE 21-HIDROXILASA

El gen de la 21-hidroxilasa (CYP21, CYP21A2, CYP21B) se expresa
inicamente en la corteza suprarrenal. Este gen esta localizado en el brazo corio del ‘
cromosoma 6 (6p21.3) en la regién que codifica para la clase 111 del'complej(_)
mayor de histocompatibilidad (Fig 4). Este gen tiene 3.1 kb de longitud y contiene
10 Ex v 9 In."’Ademas del gen que codifica para la enzima 21-hidroxilasa,
también existe un pseudogen (CYP21P, CYP21A1P o CYP21A)."** Estos dos

genes se encuentran adyacentes a los genes que codifican el componente C4A y

17



C4B del.complemento. E] gen CYP21, CYP21P, C4A y C4B son transcritos en la
misma direccién.”” El gen CYP21 y el pseudogen CYP2IP tienen 98% de

homologia en la reg'ién codificadoray 95% en los In.>

6p21.3 _
200 300 400
& R -—a
HILA-B TNF C4/CYP21 HLLA-DR

FIGURA 4., A Localizacion de el gen y el pseudogen CYP21 dentro del complejo de histocompatibilidad en el
cromosoma Gp21.3. Existen otros genes en esta region que aparecen en la figura v que codifican para factor de
~ necrosis tumoral (TNF) y otros miembros del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA-B y HLA-DR). La
direccion del centrdémero estd indicado por el circulo negro a la derecha de 1a linea. Los nimeros indican la
distancia entre los genes expresada en kilobases, B. Se encuentra diagramada la regién C4/CYP21. La flecha
denota la direccion de la transcripeion. Se utilizan las abreviaturas: pseudogen de 21-hidroxilasa (CYP21P), genes
que codifican para la fracei6n cuatro def complemento en suero (C4A y C4B), gen que codifica para una proteina
putativa nuclear de funcién no conocida (RP1) y la copia truncada de este gen (RP2).

Los cambios estructurales observados en el gen CYP21, para la mayoria de
las mutaciones que s¢ han identificado en pacientes con la deficiencia de 21-
hidroxilasa, ocurren a nivel de pseudogen.'*'® Por esta razén se ha propuesto que
las mutaciones-del gen CYP21 en su mayoria son el resultado de recombinaciones
entre el CYP21 y el CYP21P. Las deleciones del gen CYP21 son ocasionadas por
el intercambio desigual de las secuencias de DNA entre las cromatides de los
cromosomas homélogos durante la meiosis y las mutaciones puntuales por
conversiones génicas que transfieren mutaciones deletéreas provenientes del

CYP21P.** En pacientes con deficiencia de la 21-hidroxilasa, las mutaciones
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puntuales son las mas frecuentes, representando las dos terceras partes de las
8,11,22,23.°

- .mutantes en las poblaciones estudiadas.

Variedad NC P30L VZ28IL|
" Variedad VS ‘ Il'-72N'
a>g .
Variedad PS G110 8nt | DN | F306+1nt R356W Q318X
' ) M239K

FIGURA 5, Mutaciones del gen CYP21 relacionadas con la deficiencia de la 21-hidroxilasa. Se
esquematiza el gen CYP21, los exones con ndmeros y las mutaciones del gen CYF21 con posible
transferencia por conversién génica. Estas mutaciones estin caracterfsticamente asociadas a diferentes
fenotipos.” Existe mas de una docena- de mutaciones adicionales poco frecuentes, que representan
menos del 5% de todos los alelos. Las mutaciones estdn representadas por su nombre.

Se conocen mis de 40 mutacmnes distintas que incluyen: delec1ones '
parmales o totales del gen, mutaciones que afectan el procesamiento del RNA,
mutaciones puntuales que camb_ial} un aminodcido por otro y mutaciones que

generan codones de terminacién. Tales mutaciones se presentan en la Tabla 1.°

Para algunas -mutaciones. se conocen las frecuencias alélicas en los
pacientes incluyendo lo descrito en la poblacién Mexicana (Tabla 2). Ordofiez y.
colaboradores refirieron tales frecuencias alélicas por medio del estudio alélico de
47 pacientes Mexicanos.® Varios informes sugieren que aprox'im'adamente el 45%
de los paciéntes afectados con la deficiencia de la 21-hidroxilasa son heterocigotos

compuestos v el 20% de todos los alelos afectados tienen mas de una mutacion por
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lo que la diversidad de la expresion fenotipica es debida a 1a heterogeneidad de los

alelos mutantes.

§,11,22,24

TABLA 1. Mutaciones causantes de deficiencia de la 21-hidroxilasa.

‘Nombre" Mutacion/nt” Ex/In | Actividad % nI* | Fenotipo
Delecitn O PS
Conversién 0 PS
+L.9 28+ctg Ex1 [100 Normal
W22X 66 g>a Ex1 |0 PS
W22+1nt 64+t Ex1 |0 Ps
P30L 89 o>t Ex1 |30-60 NC
P300) 89¢=>a Ex1 {0 PS
Y47A1nt 138At Ex1 |0 PS
Intron 1 empalme aceptor 295 a—>g In 1l PS
GO0V 366 gt Ex2 |0 VS
Intrén 2 empalne donador | 387 g—>a In2
Intedn 2 “g” 656 alc>g In2 |<5 VS-PS
K102R 684as>g Ex3 Normal
P105SL 693 c>1 Ex3 |60 NC
G110A8nt AT708-715 Ex3 |0 PS
C168A1nt 991-992 tg—>a Ex4 |0 PS
I172N 1001 t->a Ex4 |1 V8§
G178A 1019 g—=¢ Ex35 |[0-19 PS
D183E 1123 ¢->g Ex5 | 100 Normal
AE196 Al160-1162 Ex5 |6-23
1236N 1382 t-2»a Ex6 |0 PS
V2378 1385t—>a
M239K 1391 t.sa
S268T 1647 g>c Ex7 | 100 Normal
V281L 1685 g1 Ex 7 120-50 NC
G2913 1715 g—>>a Ex7 [0.8 PS
G291C 1715 g—>t Ex7 PS
W302X 1750 g—>a Ex7 {0 PS
F306+int 1759+t Ex7 |0 PS
Intron7 empalme donador [ 1781 g—> ¢ In7 PS
Intrén7 empalme donador 1782 t>pg In7
R31eX 1990 o>t Ex% |0 PS
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Q318X 1996 c=>t Ex 8 0 PS
S330A10nt 4A2032-2041 Ex 8 0 PS
R339H 2060 g—>a Ex 8 20-50 NC
R354H 2105 g—>a Ex 8 0

R356W 2110 c—>t Ex 8 0 PS
R356P 2111 g>c¢ Ex 8 0.2

R356Q 2111 g—=>a ' Ex 8 1

E380D 2267 g>t Ex 9 30

V397+16nt duplicacidn 2303-2318 | Ex 9 0 PS
W406X 2341 g—>a Ex9 0 P8
G4248 . 2494 g>a Ex 10 VS
P4538 ) 2580 c=>t Ex 10 |20-50 : NC
P475A1nt A2649 Ex10 |0 ‘
R483p 2672 g>c Ex 10 [1-2

R483Alnt 2672-2273 gg>c Ex10 (O PS
N49318 2702 a—>c Ex10 | 100 Normal

* Delecion (A), insercién (+) y mucledtide (nt). Los residuos de amindcidos estin sefialados con su
. nombre(mayisculas) y la posicion en fa secuencia estructural enzimatica. Por ejemplo: P105L es [a sustitucion de
la prolina-30 por leucina ® Referido al nimera de nt y con letras a las bases organicas involucradas. © Actividad
enzimatica en cultivos celutares cuando se ha expresado la mutacion. No descrito en los espacios vacios.

Cada mutacion se asocia de forma especifica a una de las tres variedades
de deficiencia de 21-hidroxilasa (Tabla 1). Estudios invitro han demostrado que las |
mutaciones que resultan en deficiencia total de la actividad de la 21-hidroxilasa se
asocian con el fenotipo PS; aquellas que reducen la actividad enzimatica en 98%
se correlacionan a la variedad VS v las que disminuyen tal actividad enzimatica a
s6lo un 10 — 75% corresponden a la variedad NC.>* Las mutaciones principales
descritas para la HSC variedad PS son R356W, Q318X, 1236N/"V237E/M239K,
G110A8nt, In 2 “g” (¢/a -> g), grandes conversiones y deleciones. El fenotipo VS

se ha desctito asociado a las mutaciones I172N e In 2 “g”.

Como se muestra en la tabla 1 el grado de afeccion de la actividad
enzimatica puede ser predecible a partir del tipo y localizacién de las mutaciones

pero, al considerar el alto porcentaje de heterocigotos compuestos que expresa la
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3,48

deficiencia enzimatica esta prediccién se pierde.*® Se ha descrito ademas que una

_ misma alteracién molecular manifiesta diferentes fenotipos.® Por lo tanto, la
expresién fenotipica del defecto enzimatico de la 21-hidroxilasa depende de otros

factores como la sensibilidad periférica a la accién de los andrégenos. >

TABLA 2. Frecuencias alélicas de mutaciones puntuales para deficiencia de 21-hidroxilasa
previamente reportadas en pacientes con HSC y de forma especifica en poblacién mexicana.

Frecuencias Frecuencia
Ex/In. Mutacién reportadas . poblacién
previamente (%) Mexicana (%)
El P30L 17 8.3
I2 alc—>g 2642 479
E3 Del 8 bp 75-10 2.1
E4 72N 7.5-10 11.7
7 1236N
Eé - V237E : 3 0
M239K
E7, - V2BIL 10.6 8.5
E7, ‘Insercion t 1 1.0
17 C—5g NR 0
E8, Q318X 3-7 42
ES, R356W 14 74
E9 W406X NR 0
El0 P4538 NR 2.1
Del Delecion gen CYP21 11-35 1.0

1.as mutaciones estan referidas por sus nombres. No reportadas previamente (NR)
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OBJETIVO GENERAL

Establecer las asociaciones entre las diversas variantes de expresion
clinica de la hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de la 21-

hidroxilasa con el tipo de mutacién a nivel molecular,
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MATERIALES Y METODOS

CASOS:

Se revisaron 55 expedientes de pacientes con diagndstico de HSC de la
consulta externa del Departamento de Biologia de la Reproduccion  del
INCMNSZ. Treinta dos expedientes correspondieron a pacientes con diagnostico
de HSC por deficiencia de la 21-hidroxilasa ( 25 casos femeninos y 7 mascu'linos).
De acuerdo a su presentacién clinica, el 78.13% correspondi(’) a la variedad VS,
18.75% a la PS y el 3.12% a la variedad NC. Del andlisis de estos 32 casos de
HSC se identificaron aquellos que cumplieron criterios clinicos y de laboratorio
hormonal de deficiencia de la 21-hidroxilasa, ademas de contar con la descripeién

del tipo y localizacién de la mutacion por estudios a nivel molecular.

Los criterios considerados fueron los siguientes:

1} Clinicos: virilizacion de genitales exteriores, insuficiencia suprarrenal,
pubertad precoz, edad dsea avanzada, hiperpigmentacion, acné, hirsutismo
o alteraciones menstruales.

2) Bioquimicos: Concentraciones en suero de 170HP4, P4, AN y SF o én
orina de '17CE, 170HE,  Pregnandiol y Pregnantriol diagnosticas de
deficiencia de Ja:21-hiflroxilasa.

3) Andlisis molecular.

Unicamente 9 casos cumplieron con los requisitos arriba sefialados y fueron
incluidos para su analisis. La evaluacidn del fenotipo se basé en la historia, examen
fisico, presencia o ausencia de alteraciones electroliticas y datos de
concentraciones hormonales. Para el diagnéstico de la variedad PS en los sujetos
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femeninos. se consideré la presencia de ambigiliedad  de genitales exteriores,
hiperpotasemia, hiponatremia, bajas concentraciones de AD en suero o alta
excrecion de sodio en orina y en los sujetos masculinos, la presencia de
insuficiencia suprarrenal. Los casos femeninos con ambigiiedad de genitales
exteriores sin datos de insuficiencia suprarrenal se consideraron como variedad
VS. Los casos masculinos de HSC variedad VS se diagnosticaron de acuerdo a
manifestaciones caracteristicas de exceso de andrégénos como la pubertad precoz
y edad dsea avanzada. Para el diagnéstico de HSC variedad no clésica se consideré
el aparecimiento puberal de signos de hiperandrogenismo como hirsutismo, acné,

irregularidades menstruales y/o infertilidad.

Las concentraciones hormonales de 170HP4, P4 y AN asi c'dmo 17CE,
170HE, Pregnandiol y Pregnantriol en' orina, se cuantificaron en condiciones
basales o con estimulacién de las glandulas suprarrenales con ACTH (0.25mg). La
presencia de uno o varios cﬁtcrios clinicos, “elevacion de las concentraciones de
170HP4, P4, AN, 17CE, Pregnandiol o Pregnant;‘iol, ademdas del andlisis
molecular condujo al diagnéstico fenotipico de HSC por .deﬁciencia de la 21-

hidroxilasa.

METODOS | _

La cuantificacion de 170HP4, P4, AN, T, SF y DHEA en suero se levé a
cabo por radioinmunoanalisis de doble anticuerpo utilizando antisueros especificos
para cada uno de los esteroides estudiados. La determinacién en orina de
pregnandiol, y pregnantriol se realizé por medio de técnicas colorimétricas después
de su separacién por cromatograﬁa'en columna. Los coeficientes de variacidn intra
e interanalisis, asi como la sensibilidad de estos métodos han sido informados

previamente.”” !
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" Para el caso del estudio molecular del gen de la 21-hidroxilasa se
obtuvieron muestras de sangre periférica de los 9 pacientes pard la extraccion de
ADN de Ieucocitos por el_métddo'de fenol.!! Para el andlisis de las diferentes
mutaciones, la metodologia utilizada se dividié en dos partes: deteccion de las
deleciones totales del gen CYP21 por medio de analisis _de‘ hibridacion por
Southern blot y deteccién de las mutaciones puntuales a través de amplificaciones

por medio de PCR y secuenciacién directa. '

Las deleciones del gen CYPZ‘I fueron determinadas pof analisis de Southern
blot de los productos de digestién enzimatica de ADN. El ADN fue tratado con las
enzimas de restriccion Taql y Bgl I y los productos de digestion enzimética fuercn _
separados en geles de agarosa. Esta metodologia permite distinguir entre el gen y
el pseudogen. La utilizacion de la enzima Tagl resulta en Ia generacién de 4

bandas, 2 que 60frespondén al gen (3.7y 2.5kb) y 2 al pse_uldo-gen' (3.2 y 2.4 kb).
Con la enzima Bgi II se identifican dos baﬁdas correspondientes al gen funcional
_(10kb) y al pseudogen (12kb). La sonda que se utilizé es el CADN completo de la
21-hidroxilasa. El analisis densit_ométrico de laS autoradiografias se realizd con el

sistema Ambis 4000.72

Para determinar la presencia de mutaciones puntu_alés se realizo
secuenciacién directa del- gen. Se disefiaron pares (sentido y antisentido) de
oligon‘ucleétidos especificos para la arhplificacién por 'PCR.deI' gen CYP21 y para
la secuenciacion con ayuda del programa .Oligo 4.0. Los oligbnucleétidos
empleados para el andlisis de secuencia se disefiaron para que estuviefan a una
- distancia de 50 a 70 bases del sitio de Ia mutacién que fue analizada. Los

oligonucleotidos utilizados se muestran en la Tabla 3.
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TABLA. 3. Iniciadores usados en la amplificacién y secuenciacién (SEC) del gen CYP21.

Iniciadores

Posicion Uso

A
B
C
D
E
F
G
H
I
J
k
L
M
N
0
P

Q

5” glgggagggtacetgaag 3°
3’ cetgetttetceccacea 57

5 atctggtgpgpagaaagc 3’
3’ agagcagggagtagtete 5’
5’ ctgtectigggagactac 37

3’ cetgagaaaggeaatcacgic 5°
3’ ctgeatctecacgatgtgat 5°
5" agggatcacaicgtegagat 3°
3’ aagcetcaatectetgeageg 5°
5’ atgatccicccaccteag 3°

5 cactgfttctccacagégcat 3
5’ ctectttcaccetetgea 3°

5’ tgggttgetgagggageg 37

5 agcaggtgactcccgagg 3
5’ tzaaaatgtggtggagec 3’
S’ccactgeagtgtcateet 37

5’ aagaaciccagagetctg 3°

5’s
In2a
In2s
Ex 3a
Ex 3s
Ex 5a
Ex 6a
Ex 6s
3'a
InZs
In 3s
In 6s
In7s
In 8s
In 9s
Ex 10s
Ex 10s

PCR y SEC

PCR
PCR y SEC
PCR.

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

SEC

SEC

SEC

SEC

SEC

SEC

SEC

SEC

Sentido (), antisentido (a). Las bases subrayadas le conficren especificidad al
iniciador para la amplificacion del gen CYP21.

Con los oligonucledtidos sintetizados previamente se llevd a cabo la

amplificacion por medio de PCR. La localizacién de los iniciadores utilizados para

amplificar las 6 diferentes regiones son mostrados en la Fig. 6. Se utilizé como

control ADN de un césmido que contiene el pseudogen. Ante la presencia de una

mutacién en particular se realizaron dos amplificaciones y secuenciaciones directas

de manera independiente con la finalidad de confirmar su existencia.®
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$ 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 3

FIGURA 6. Esquema de las 6 diferentes regiones del gen CYP amplificadas por PCR. Los Ex se
encuentran numerados. Las letras se refieren a los iniciadores correspondientes sefialados en la tabla
3
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RESULTADOS

Se incluyeron 9 pacientes quienes cumplieron con los criterios clinicos, de
laboratorio hormonal y moleculares- de HSC por deficiencia de la 21-hidroxilasa.
De los casos incluidos, tres correspondieron a la misma familia y los otros 6 fueron

casos no.relacionados.

En la Tabla 4 se muestran los aspectos clinicos de los pacientes. Cinco de
los casos de esta serie fueron mujeres. La edad de inicio de las manifestaciones
clinicas fue en el perfodo neonatal en las mujeres y en la edad pre-escolar en los

varones. La edad de los sujetos a su ingreso varié entre ‘1 mes y 27 afios.

Los pacientes presentaron fenotipo VS en 8 casos y PS solo en un caso.
Cuatro sujetoé -afectados con el fenotipo VS fueron mujeres. Todas ellas
presentaron ambigiiedad de genitales exteriores. La mitad presentd pubertad precoz
y en un caso se encontré amenorrea primaria. Todos los sujetos 46, XY presentaron
la variedad VS de la HSC y en todos ellos la pubertad precoz fue la manifestacién
gomﬁn de la enférmedad. En una paciente 45, XX, t (13,14) las manifestaciones

clinicas correspondieron a la variedad PS (Tabla 4.)
Dentro de los antecedentes familiares es importante considerar que de los

9 casos, 5 sujetos tuvieron un familiar con dia'gnéstico de HSC, 2 individuos no

tuvieron este antecedente y en los 2 restantes no fue posible establecerlo.
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TABLA 4. Aspectos clinicos en los pacientes con deficiencia de la 21-hidroxilasa.

Px | Sexe | Edad Edad de Edad | V | -Manifestaciones Antecedentes
PMC ingreso Actual Clinicas Familiares . -
INCMINSZ
1| M| 5a 17a 20a | VS PP, EOA e HP ~ 1Ha(PS)
2| M | 4a 272 33a | VS PP 1Ha (VS)
3 F RN i%a 30a VS AG, AP, Hy TB Ne¢ -
4 F RN Im l4a BS AGyISA No
5 F RN 18a 23a VS AG No
6 M 2a 18a 25a | VS PP, ECA . No
7 M la 4a ] 24a VS PPy EQA 2 Has (VS)
8 F RN 6a 25a VS AG, PP yEOA 1Hay1Ho
: ' (ambos V§)
9] F | RN 9a 24a | VS | AG,PPyEOA 1Hay ! Ho
‘ {ambos VS)

Paciente (Px), femenino (F), masculino (M), edad de primeras manifestaciones clinicas (PMC), afio
(a), mes (m), recién nacido (RN), variedad (V), pubertad precoz (PP), edad ésca avanzada (EOA),
hiperpigmentacién (HP), ambigliedad genital (AG), amenorrea primaria (AP), hirsutismo (H), talla
baja (TB), insuficiencia suprarrenal aguda (ISA), hermana (Ha), hermano (Ho), ringuno (No) y no
conluyente (Nc). '

- Las manifestaciones clinicas que presentd cada paciente y que se
consideraron importantes para establecer el diagnéstico de HSC por deficiencia de

la 21-hidroxilasa se especifican en la tabla 5.

En la tabla 6 se muestran de manera conjunta las concentraciones
hormonales realizadas a los 9 pacientes. Seis pacientes tuvieron concentraciones
elevadas de 170HP4. Concentraciones de 4A o P4 se realizaron en el 88.8% de

los casos.
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TABLA 5. Expresitn clinica de la deficiencia enzimatica de la 21-hidroxilasa

Px

V .

Manifestaciones clinicas

VS

Sujeto masculine cuyes motivos de consulta a la edad de 5 afios fueron talla alta y antecedentes
familiares de una hermana con HSC PS. A su ingreso presenta peso y talla por arriba de la
percentila 97, vello corporal abundante, vello pibico y edad 6sea para 12 afios. Es referido a la
edad de 17 afios don los antccedentes de HSC y pubertad precoz. El examen fisico mostré talla de
157 cms, velfo pitbico tanner 5, pene de 8 cm con testiculos sin particularidades.

VS

Caso masculino con antecedentes familiares de consanguinidad entre los padres y una hermana con
HSC VS. Consultd a fos 5 affos de edad por presentar acné, talla alta y desarrollo de caracteres
sexuales secundarios, Se refiere presenté pubertad precoz y genitales exteriores tanner 5 a los 7
aftos de edad. Ingresa al INCMNSZ a la edad de 27 afios con talla de 159 cms, vello piibico tanner
5, pene de 9 em y volumen festicular de 25 cm.

VS

Sujeto 46, XX con ambigfledad de genitales exteriores al nacimiento. Consulta por primera vez a la
edad de 19 afios por virilizacién de genitales exteriores, amenorrea primaria e hirsutismo. El
examen fisico mostré talta baja de 133 cms, distribucién corporal androide, hirsutismo y genitales
externos con labios mayores, menorcs ¢ introito vaginal existentes y clitoris de § — 6 cms de tipo
peniforme.

PS

Sujeto 45, XY, t(13,14) con consulta a la edad de un mes por ambigiledad de penitales exteriores ¢
hiperpigmentacion” generalizada. A su ingreso, el ,examen fisicc mostré labios mayores
escrotalizados, y la apariencia de un microfalo con hipospadia. No evidencia de vagina.

VS

Caso 46, XX que ingresé a los 9 dias de nacida con ambighedad de genitales exteriores, Le
realizaron el diagnéstico de HSC, cirugia reconstructiva genital ¢ iniciaron ferapia supresiva con
glucorticoides. Es referida en descontrol metabdlice a la edad de 18 afios. El examen fisico de
ingreso mostré tafla de £55 cms, mamas tanner 4, labios vulvares mayores redundantes y menores
hipotrdficos, clitoris pequedio ¢ introito vaginal presente.

A

Caso masculino que a los 4 afios de edad consultd por talla y peso mayores que lo esperado a su
edad y crecimento testicular. Cuando ingreso6 le refieren voz grave, acné, vello pabico tanner 2 y
nodulaciones paratesticulares multiples de 0.5 — 2.5 cms. A los 8 afios presentd una edad dsea de 17
afios v cuadro clinico de pubertad precoz. Es referido al INCMINSZ con los antecedente
diagnésticos de HSC, pubertad precoz y tumor de restos suprarrenales paratesticulares. Ingresé a
los 18 afios de edad cor 155 cms de talla, vello pubico tanner $, pene 11 cm y volumen testicular
bilateral de 26 cm.

VS

Suje Caso 46,XY con peso y talla mayores que lo acorde a su edad y crecimento marcado de pene
alos 4 afios de edad. El examen fisico dc ingreso mostro talla de 115 ems, vello pabico tanner 2,
pene de 8 cms, escroto rugoso y pigmentado y_volumen testicular bilateral de 4 cc.

VS

Caso 40,XX con ambigiedad de genitales exteriores al nacimiento. En otro hospital Ie
diagnosticaron HSC, realizaron cirugia reconstructiva genital . e injciaron terapia supresiva con
glucocorticoides. Por crecimiento progresivo de clitoris y apareciemiento de vello pabico consultd
en el INCMNSZ a la edad de 6 afios. A su ingreso, el examen fisico mostré talla de 124 cms, no
crecimicnto mamario, vello pubico tanner 2, clitoris de 3 cms, labios mayores rugosos y
escrotalizados con meatos urinario y vaginal independientes,

VS

Caso 46,XX que consulté a la edad de 6 afios con historia de ambigiiedad de genitales exteriores al
nacimiento, aumento progresivo en el tamafio de clitoris, rugosidad de labios mayores y vello
axilar. Bn otro hospital le diagnosticaron HSC, realizaron cirugia genital correctiva e iniciaron
terapia supresiva con glucocorticoides. Por presentar crecimiento recidivante del clitoris consultd
en ¢l INCMNSZ a la edad de 9 afios. El examen fisico de ingreso mostré talla de 140 ¢ms, voz
grave, vello axilar, tanner mamario I, vello pibico tanmer 4, clitoris de 3 cms, labios mayores
rugosos y escrotalizados con meatos urinario y vaginal independientes.

Los casos 7,8 y 9 corresponden a la misma familia (hermanos). V (variedad).
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TABLA 6. Concentraciones hormonales en suero y cariotipos en los 9 sujetos con

deficiencia de la 21-hidroxilasa.

AN

Px Edad 170HP4 T P4 SF DHEA | Cariotipo y otros
ng/ml ng/ml ng/ml Ng/ml ng/ml ng/ml estudios
1 17 a. 18 3 6 ND 127 2 ND
(<2) (3-9 J({©8-23 £70-210) | (1.5-8)
2 27a 16 5 10 ND 91 1t ND
(<2) (3-9 |(032.3) {70-210) | (1.6-8)
3 19 a. [ 3 15 ND 115 6 46, XX
(< (0.3-0.7) | (0.8-0.3) (70-2160) | (1.6-8) :
4 Im 12 ND ND 4 200 ND 45, XX, (t13,14)
. (<2.2) (0.1-0.3) | (70-210) Na': 124 meq/]
K" 7.8 meqg/l
5 18 a. >20 ND > 10 ND ND 4 46, XX
(1-3.6) (0.8-2.3) (1.6-8)
6 12a. 12 ND ND ND 35 ND ND
(<2) (70-210)
7 4a. ND ND ND 13 87 ND 46, XY
. (0.1-0.3) | (70-210)
8 6a. ND ND ND 19 84 ND 46, XX
| (0.1-0.3) | (70-210)
9 %a. - ND ND ND 12 ND ND 46, XX
(0.1-0.3)

Paciente (Px), afio (a), mes (m), dato no disponible (ND), sodio (Na'} y potasio (K™), En paréntesis se
refieren las concentraciones normales de cada hormona de manera ajustada a la edad y sexo.

En la tabla 7 se sefiala el andlisis molecular y su correlacion con la

variedad fenotipica en cada uno de los pacientes. Se presentan las mutaciones

encontradas en los 6 segmentos analizados y su localizacién. En el 44.4% (casos

2,34 y 6) no se logrd ‘encontrar cambios en la secuencia estructural de los

segmentos estudiados, a pesar de que su perfil clinico y bioquimico fue compatible

con el diagndstico de HSC por deficiencia de la 21-hidroxilasa.

En 5 pacientes se logré identificar alteraciones en el analisis moleculary 4

de ellos fueron portadores de méas de una mutacion en las secuencias estructurales

analizadas. De los 18 alelos estudiados, en la mitad de ellos fue evidente la
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presencia de por lo menos una mutacion. El tamafio de la serie no permitid el

calculo adecuado de la frecuencia alélica de cada mutacion (Tabla7).

Las mutaciones que se encontraron en los pacientes con HSC variedad VS
fueron P30L, ¢/a = g enIn 2, [172N, V281L y R356W y N493S. En la tnica

paciente con variedad PS no se encontré mutacion en los segmentos analizados.

Las mutaciones encontradas en forma homocigota fueron c¢/a > g, [172N y

N4938. El resto de mutaciones presentes afectaron sélo a uno de los alelos.

En los tres casos familiares, ninguno tuvo HSC con la variedad PS. El
anélisis molecular mostré diferentes mutaciones en cada uno de ‘ellos. En una
paciente (caso 8) se identificé la mutacién 1172N en el Ex4 que provocé la
sustitucion de t por a en el nucledtido 1001 de manera homocigota; ademas se
encontrd la coexistencia de las mutaciones P30L en Ex1, R356W en Ex8 y el
polimorfismo N493S del Ex10 de forma'heteroqigota. En la segunda pziciente (caso
9) se identificaron las mutaciones en 12 de a/c = g, V281L en Ex7 y N493S en
Ex10 en uno de los alelos, mientras que en el tercer paciente (caso 7) sélo se

identific6 el polimorfismo N493S de forma homocigota.

Los casos 7, 8 v 9, miembros de la misma familia, mostraron analisis
moleculares diferentes. El 4rbol genealdgico (Fig. 7) no musstra otros afectados en
las generaciones incluidas. El patrén conocido de herencia recesiva de esta
patologia implica que los padres deben de ser portadores obligados, as{ mismo la
presencia de heterocigotos en los abuelos. La isonimia observada permite suponer
probable consanguinidad, existiendo de tal forma mas probabilidad de transmitir la

"HSC por deficiencia de 21-hidroxilasa como trastorno autosémico recesivo. Esta
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familia, de acuerdo a los tipos de mutaciones encontradas, es portadora de un

patrén poco usual de herencia.

TABLA 7. An4lisis molecular en los pacientes deficiencia de la 21-hidroxilasa.

Px| V Mutacion Ex/In Alelos afectados

i VS | a/censp In2 ++

2 V& | Nd

3 'VvS8S [Nd

4 PS [Nd )

5 VS | ale—>ag In2 ++
V281L Ex 7 -+

6 VS |Nd

il VS | N493S Ex 10 ++

8 | VS [P30L. Ex 1 -+
H72N Ex 4 ++
R356W Ex 8 -+

| N4938 Ex 10 -t

9 VS | ddo—>g In2 -+
V231L Ex7 -+
N4938 Ex 10 -+

Paciente (Px), variedad (V), no alteracién estructural en los segmentos

analizados, mutacién en los dos alelos (+ +) y mutaci6én en un alelo (- +).
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4 [ea ek Jeu Je2 ané?a (]‘-)u. rl—-li'i Caiaalgclfaz ﬁqi;
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1~
C

1

B Cperado de hidrosele congénito
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8 40 38 |3k
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FIGURA 7. Arbol genealégico con tres casos (7, 8 y 9) con diagnéstico de deficiencia de 21-

hidroxilasa..
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De los 9 individuos estudiados solo en tres se realizo estimulacion de las
glandulas suprarrenales con ACTH (0.25 mg IV) en 8 horas. Las determinaciones
en orina de pregnandiol, pregnantriol, 17CE y 170HE de 4 dias consecutivos (2
dias pre y 2 dias post-estimulacion) de los casos 7,8 y 9 se muestran en la tabla 8.
Los 17CE, pregriandiol y pregnantriol elevados y las cuantificaciones bajas de

170HE se consideraron como criterios diagndsticos de HSC.

TABLA 8. Determinacion de metabolitos urinarios en los tres casos familiares.

17 Cetoestercides | 17 OHesteroides Pregnandiol Pregnantriol
Px mg/24h mg/24h Mg/24h mg/24h
B E B E B E B E

7 | 14.0/44 1 20.3/9.1 [Nd/Nd| Nd/Nd | 7.2/4.6 | 172/46 | 1.7/1.3 | 3.8/1.5

8 | 8.0/61 | 11.6/3.9 |Nd/Nd| L6/Nd | 53/4.8 | 14935} 3.1/1.6 | 5.1/1.6:

9 119.2/22.5133.4/20.3 | 0.4/Nd | 0.4/Nd | 7.7/194 | 12.0/75 | 2.3/72 | 5.6/3.0

Condicicnes basales (B) y bajo estimulacién (E) con prueba de ACTH IV con 0.25 mg . No
detectable (Nd). Valores normales: 17CE de 0-1 mg/24h, 170HE de 1.7-5.2mg/24h, Pregnandiol y
pregnantriol < 1 mg/24h ' '

En Ia tabla 9 se resumen los aspectos diagndsticos, tanto clinicos como
hormonales, de los tres hermanos (2 mujeres y 1 hombre) con fenotipos VS al

momento de su ingreso.
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TABLA 9. Criterios diagnésticos en los casos familiares con deficiencia de 21-hidroxilasa.

Px Aspectos Diagnésticos
Clinicos Hormonales basales Hormonales bajo estimulacién Cariotipo
(Prueba IV ACTH 0.25mg)
- PPy EOA P4, Pregnandiol, Preghandiol, Pregnantricl y 17CE altos. 40,XY
Pregnantriol y 170HE bajos.
17CE altos, SF basal: 87.9 ng/ml y RM de 229.0
170HE bajos. ng/ml alas 8 h.
P4 basal: 8.9 ng/ml y RM de 45.3 ng/ml a
las 8 h,
8 AG, PPy . Pregnandiol, Pregnantriol y 17CE altos. 46, XX
EQA P4, Pregnandiol, 170HE bajos.
Pregnantriol y SF basal: 80.1 ng/mf y RM de 124.5 ng/m|
17CE altos. alas 8 h.
170HE bajos P4 basal: 19.0 ng/ml y RM de 24.8 ng/mi
. alas 8 h.
9 AG, PPy P4, Pregnandiol, Pregnandiol, Pregnantriol v 17CE altos. 46, XX
EQA Pregnantriol y 170HE bajos.
17CE altos. P4 basal: 11.9 ng/ml y RM de 21.0 ng/ml
17OHE bajos alas 7 h,

Paciente (Px), pubertad precoz (PP), edad Osea avanzada (EOA), ambigiiedad genital (AG) y
respuesta maxima (RM).
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DISCUSION

Se analizaron los 9 pacientes con diagndstico clinico y hormonal de HSC
por deficiencia de la 21-hidroxilasa. En su mayoria los casos estudiados
presentaron HSC variedad VS (8 sujetos) y solo un caso correspondié al fenotipo
PS.

Se ha descrito que existen diferencias en las.bases moleculares de la
deficiencia de 21-hidroxilasa entre las poblaciones Mexicana y Caucésica, tanto en
el tipo y frecuencia de las mutaciones, como también en los mecanismos
involucrados en la transmisi6n de la enfermedad.”™

El estudio reveld la presencia de mutaciones en la mitad de los 18 alelos
estudiados. No se establecieron las frecuencias alélicas para cada una de las
mutaciones ni tampoco se realizd la comparacién de frecuencias con otros grupos
étnicos por el pequefio nimero de casos incluidos. Se detectaron mutaciones para
el In 2 y.los Ex 1,4,7,8 vy 10.en 5 de los 9 pacientes estudiados. No se encontrd
ningun caso de delecién de CYP21. Las mutaciones encontradas han sido descritas
previamente en la literatura.>>

La mutacién en In 2 (In 2 “g”) se detecté con mayor frecuencia. Esta
mutacion se presenté en tres pacientes, dos casos homocigotos y uno heterocigoto.
El nucleétido localizado 13 pares de bases antes del final del In 2 (nt 656) contiene
una a o una ¢ en individuos normales. La mutacién a g constituye la alteracion
alélica mas frecuente en la deficiencia de 21-hidroxilasa clésica y se observa
asociada a los fenotipos VS y preferentemente PS. Esta mutacidn resuita en la
pérdida del 95% de la actividad enzimdtica en cultivos celulares.” En este estudio,
el fenotipo de los pacientes homocigotos para esta’ mutacion fue VS. En el caso
heterocigoto que se presenté de forma conjunta con las mutaciones R356W y
N493S el fenotipo expresado fue VS,

El caso de la mutacion 172N homocigota en Ex 4 correspondié al fenotipo
VS. Esta paciente presenté también mutaciones en uno de los alelos del Ex 1
(P30L), Ex 8 (R356W) y Ex 10 (N493S). En la literatura, la mutacion I172N es la
{inica especificamente asociada con la variedad VS, con una actividad enzimatica
del 1% en cultivos celulares.” La mutacién en Ex 1, en la que P es sustituida por L
por ¢l cambio de ¢ a t en el nucledtido 89, produce una enzima con 30 —60% de
actividad cuando es expresada en cultivos celulares.’” P30L se ha asociado. al
fenotipo no clasico con signos severos de exceso de andrdgenos y ha sido descrita
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en un sexto de los alelos involucrados en pacientes con HSC no clisica. La
mutaciéon R356W en el Ex 8 se asocia a la variedad PS y a inactividad enzimitica
y la mutacién del ex6n 10 corresponde a polimorfismos.” Pese a la variabilidad de
los alelos mutantes, la expresion fenotipica en esta paciente se asocié a la mutacién
hemocigota descrita para el EX 4.

Los casos pertenecientes a la misma familia, con mutaciones diferentes
entre ellos y sin mutacién homocigota en comin, presentaron fenotipo VS. Esta
expresion clinica como HSC VS en los tres hermanos no se puede explicar por el
polimorfismo compartido pues éste presenta un 100% de actividad enzimatica
normal. En los tres hermanos, solo la mutacién homocigota 1172N para uno de los
casos femenino se correlaciona con la variedad clinica presentada.

En este estudio las mutaciones homocigotas encontradas (I172N ¢ In 2
“g”) se asociaron al fenotipo correspondiente en concordancia con otras series ya
descritas. Aiin con ello, se ha informado que la expresién clinica de la enfermedad
no solo depende de las mutaciones presentes en el andlisis molecular y que el
fenotipo no siempre se correlaciona al genotipo.™**°

En 8 alelos (4 pacientes) no se encontrd ninguna mutacién en los
segmentos analizados. El perfil clinico y metabdlico de estos pacientes fue
compatible con deficiencia de la 21-hidroxilasa , por lo que es posible que estos
casos sean candidatos a ser portadores de nuevas mutaciones puntuales o de
mutaciones en la region reguladora del gen. Al igual que éstos, el paciente
homocigoto para el polimorfismo N493S sin ninguna otra mutacién identificada
(caso 7) y los pacientes con mutaciones idénticas y fenotipos discordantes
(descritos en otras series)® son posibles candidatos a portar mutaciones en la region
reguladora del gen. Es probable que existan también eventos de conversién génica
no solo a nivel de la regidén codificadora, sino también a nivel de la regidn
reguladora.

Otro aspecto de interés es la heterogeneidad en las mutaciones presentadas
en los casos 7, 8 y 9. Ante las diversas mutaciones presentadas por los pacientes,
debe de tomarse en consideracién que puede tratarse de casos de no paternidad,
aunque esta condicion es poco probable por presuponer tres padres portadores
obligados de mutaciones distintas. Ante la sospecha de no paternidad est4 indicada
la realizacidn de huella digital de ADN. Se han descrito con anterioridad familias
con patrén poco usual de transmisién de la enfermedad.* Los mecanismos
genéticos involucrados en la transmision de la enfermedad en esta familia podrian
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ser la presencia de distintos alelos mutantes en los progenitores, mosaicismo
gonadal o mutaciones de novo.

La identificacion de familias con hijos afectados, en las que se
pueda realizar el andlisis de segregacion de las mutaciones causantes de la
enfermedad, contribuirda de manera significativa a esclarecer los mecanismos
genéticos involucrados en la expresién de la deficiencia enzimatica de 21-
hidroxilasa, como también a proveer un mejor consejo genético.
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CONCLUSIONES

Se analizaron 15 mutaciones previamente informadas en 9 pacientes con
HSC por deficiencia de 21-hidroxilasa. El anélisis molecular reveld la presencia de -
~mutaciones en la mitad de'los alelos estudiados. '

En la forma hemocigota se encontraron las siguientes mutaciones: -en In2
el cambio de bases a/c—>g, I172N en Ex 4 y el polimorfismo del Ex 10. La
_asociacion de las dos primeras al fenotipo VS fue de acuerdo a lo descrito en otras
series. Se encontraron otras mutaciones de forma heterocigota en el Tn 2 y los Ex
1, 7, 8 y 10. La deficiencia de 21-hidroxilasa se hereda dé manera autosdmica
reccSiva por Io que las mutaciones en forma heterocigota no deberian expresarse en
variantes clinicas de la HSC. La presencia de pacientes heterocigotos compuestos
que manifiestan la enfermedad y sus mecanismos de expresién son aspectos
todavia no esclarecidos sobre esta patologla :

Los 4 pacientes con mutaciones no identificadas en las - secuencias
estructurales analizadas y el paciente homocigoto para la mutacion N493S con -
ninguna otra mutacién identificada son candidatos a portar nuevas mutaciones o
bien, mutaciones dentro del drea reguladora del gen. Puede especularse que no
solo se den fendmenos de conversidn génica a nivel del 4rea codificadora sino
también en la regién reguladora. |

‘Se identificé una familia con tres miembros afectados con diversas
mutaciones y sin ninguna mutacién homocigota en comiin, lo que sugiere sean
casos dé no paternidad o un patrén poco usual de herencia. Como explicacién a
este hallazgo se sugiere la posibilidad de distintos alelos mutantes en los
progenitores, mosaicismo gonadal o posibles mutaciones de rovo. :
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