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RESUMEN
Planteamiento del problema

La hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de 21 hidroxilasa es una
de las enfermedades autosémicas recesivas mas frecuentes y su abordaje vy
manejo estan bien establecidos. El resto de las formas no clasicas de HSC son
mas dificiles de diagnosticar y manejar. El estudio multidisciplinario de los
pacientes con sospecha diagndstica de HSC no clasica permitira llegar a

diagnosticar y manejar a estos pacientes de manera adecuada.

Objetivos

Realizar el estudio molecular de las formas no clasicas de HSC en el servicio

de Genética del Hospital General de México.

Metodologia

Se estudiaron 6 familias con un total de 9 afectados, todos con datos clinicos
sugerentes de hiperplasia suprarrenal congénita. En todos los casos se realizd
un abordaje multidisciplinario en donde participaron los servicios de
Genética, Endocrinologia y Medicina Interna. Se realizdé una HC detallada,
estudios basicos de laboratorio y gabinete, ademas de estudio molecular.

Se incluyeron ademas 31 pacientes puberos y prepuberes con datos de

hiperandrogenismo vy se realizé estudio molecular del gen HSD3B2.



Resultados

Se estudiaron 4 pacientes con diagndstico clinico de HSC por deficiencia de
11B-hidroxilasa, 5 pacientes por deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa y
31 pacientes con probable deficiencia de 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa; en todos los casos se realizd secuenciacion del gen

correspondiente.

Discusion

En todos los casos con sospecha clinica de alguna de las formas no clasicas de
HSC se realizé6 estudio molecular, el cual corrobord el diagndstico y nos
permitid implementar un adecuado esquema de abordaje, diagndstico vy
tratamiento multidisciplinario, cumpliendo con los objetivos del presente

trabajo.

Palabras clave: Hiperplasia suprarrenal congénita, formas no clasicas, estudio

molecular, secuenciacion.



ANTECEDENTES
Glandula Suprarrenal

Embriologia de la Glandula Suprarrenal

La glandula suprarrenal se desarrolla a partir de dos componentes: una
porcidon mesodérmica que forma la corteza y una porcidon ectodérmica
que origina la médula. Durante la quinta semana de desarrollo, las
células mesoteliales situadas entre la raiz del mesenterio y la gbnada
en desarrollo comienzan a proliferar y se introducen en el mesénquima
subyacente. Alli se diferencian en érganos acidoéfilos voluminosos que
forman la corteza fetal o primitiva de la glandula suprarrenal. Poco
después, un segundo grupo celular del mesotelio penetra en el
mesénquima y rodea a la masa celular acidoéfila original. Estas células
formaran la corteza definitiva de la glandula. Después del nacimiento,
la corteza fetal experimenta regresion rapida, excepto en su capa mas
externa, la cual se convierte en la zona reticular. La estructura
caracteristica adulta de la corteza sélo se alcanza al acercarse la

pubertad.

Mientras se esta formando la corteza fetal, las células originarias del
sistema simpatico (células de la cresta neural) invaden su cara medial,
donde se disponen en cordones y acumulos. Estas células dan origen a
la médula de la glandula suprarrenal.

Durante la vida embrionaria las células cromafines se hallan muy

dispersas por el embridn, pero en el adulto el Unico grupo que persiste



se encuentra en la médula de las glandulas suprarrenales (Sadler T.

Langman, 2001).

Fisiologia de la Glandula Suprarrenal

Las dos glandulas suprarrenales, con un peso aproximado de 4g cada
una, se sitlan en los polos superiores de los rinones. Cada glandula se
compone de dos porciones diferentes, la médula suprarrenal y la
corteza suprarrenal. La médula suprarrenal, que ocupa el 20% central
de la glandula, se relaciona desde el punto de vista funcional con el
sistema nervioso simpatico; secreta adrenalina y noradrenalina en
respuesta a la estimulacion simpatica. A su vez, estas hormonas
provocan casi los mismos efectos que la estimulacién directa de los

nervios simpaticos en todas las regiones del cuerpo.

La corteza suprarrenal secreta un grupo completamente diferente de
hormonas, llamadas corticoesteroides. Todas estas hormonas se
sintetizan a partir de colesterol (Figura 1). Sin embargo, las pequefias
variaciones de su estructura molecular les proporcionan algunas
diferencias funcionales muy importantes. Los dos tipos principales de
hormonas corticosuprarrenales son los mineralocorticoides y los
glucocorticoides. La corteza también secreta pequefnas cantidades de
hormonas sexuales, en particular andrégenos, que muestran los

mismos efectos que la testosterona.



La corteza suprarrenal tiene tres capas relativamente diferenciadas:

1. La zona glomerular, capa delgada de células por debajo de la
capsula, compone casi el 15% de la corteza. Estas células son
capaces de secretar cantidades importantes de aldosterona.

2. La zona fascicular, la capa media y mas ancha, representa casi el
75% de la corteza y secreta los glucocorticoides cortisol y
corticosterona, asi como pequefias cantidades de andrdégenos y
estrogenos suprarrenales. Su secrecidn esta controlada en gran
parte por el eje hipotalamico-hipofisiario a través de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH).

3. La zona reticular, la capa mas profunda, secreta los andrdégenos
suprarrenales dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona,
asi como pequefas cantidades de estrégenos vy algunos

glucocorticoides.

CHOLESTEROL
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Adrenal Pregnenolone * 170-Hydroxypregnenolone — Dehydroepiandrosterone
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Adrenal zona 11-Deoxycorticosterone 11-Deoxycortisol

TESTOSTERONE Estrone
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and Reticularis l \ ,/

Corticasterone CORTISOL ESTRADIOL

Adrenal zona l

Glomerulosa ALDOSTERONE

Figura 1. Biosintesis de las hormonas esteroideas en la glandula suprarrenal y génadas.

(Payne Ay cols, 2004).
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Hiperplasia Suprarrenal Congénita

Generalidades

La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) hace referencia a las
alteraciones histoldgicas caracteristicas (Figura 2) secundarias a la
elevacion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) y a la
hiperactividad cronica de la glandula por incapacidad de la corteza
adrenal de producir niveles plasmaticos de cortisol adecuados en
respuesta a la estimulacion normal de ACTH. Esta incapacidad es
debida a un bloqueo enzimatico en las diferentes etapas de la via de

esteroidogénesis.

Figura 2. Se observa la corteza ensanchada; la zona hiperplasica esta llena de

células eosinofilas compactas y granulares (Robin E y cols. 2005)

Con excepcion de la hiperplasia adrenal congénita lipoidea, la HSC se
origina bioquimicamente por actividad enzimatica reducida o ausente

en la sintesis de esteroides.
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Los defectos enzimaticos en la esteroidogénesis se han asociado a

sindromes clinicos especificos:

1. Deficiencia de 21-hidroxilasa (clasica perdedora de sal, clasica
virilizante simple, no clasica).

2. Deficiencia de 11B—hidroxilasa (clasica y no clasica).

3. Deficiencia de 3[B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (clasica y no
clasica).

4. Deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20- liasa.

5. Hiperplasia adrenal congénita lipoidea (Rimoin D y cols, 2007).

La HSC por deficiencia de 21-hidroxilasa corresponde al 90-95% de
todas las HSC y se presenta en 1 de 15,000 recién nacidos vivos;
mientras que la deficiencia de 113—hidroxilasa ocupa el segundo lugar
con el 5-8% (Li-Qiang y cols, 2008; Rimoin D y cols, 2007). En la
mavyoria de los casos, las deficiencias resultan de mutaciones recesivas
en los genes que codifican para las enzimas de la via de esteroides y

producen un fenotipo diferente (Nimkarn Sy cols, 2009).

Deficiencia de 11P—hidroxilasa

La secrecion anormal de esteroides adrenales causada por la
deficiencia de 11B-hidroxilacién fue descrita por primera vez por
Eberlein y Bongiovanni. El perfil hormonal de los pacientes con esta
deficiencia, llevd a la identificacion de 2 isoenzimas de la

11B—hidroxilasa codificadas por 2 genes, CYP11B1y CYP11B2. CYP11B1

12



codifica para la enzima que cataliza el ultimo paso en la sintesis del
cortisol y es regulada por la ACTH. El paso final en la sintesis de
aldosterona es catalizado por la aldosterona sintetasa codificada por

CYP11B2 y regulada por la angiotensina Il y el potasio.

El perfil caracteristico de la deficiencia de 11p3—hidroxilasa (P450c11)
por mutacién en CYP11B1 muestra elevacién en 11-deoxicortisol y
desoxicorticosterona (DOCA) en sangre, con marcada elevacion de los

metabolitos urinarios.

La deficiencia de 113—hidroxilasa corresponde al 5% de todos los casos
de HSC con una incidencia de 1:100,000 nacimientos (Wilson J y cols,

1998).

La enzima 11B-hidroxilasa pertenece al sistema del citocromo P450,
regula la biosintesis de corticoesterona en la zona glomerular y cortisol
en la zona fascicular de la glandula adrenal. La deficiencia de
11B—hidroxilasa resulta en disminucion de la sintesis de cortisol y
glucocorticoides, alterando la retroalimentacion negativa de ACTH vy
aumentando su sintesis en la hipdfisis, generando mayor produccion
de precursores del cortisol e hiperandrogenemia. El aumento de ACTH
también lleva a un aumento en los niveles de DOCA y 11-deoxicortisol

(Figura 2) (Li-Qiang y cols, 2008).
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Figura 2. Bloqueo en la via de esteroidogénesis secundario a defectos en CYP11B1

(Wilson J y cols. 1998)

La deficiencia de 11p3—hidroxilasa se divide en forma clasica y no clasica
dependiendo de las manifestaciones clinicas. La deficiencia de la
11B—hidroxilacion resulta en HSC virilizante, usualmente acompafiada
de hipertensidn. La secrecion anormal de esteroides adrenales tiene un
efecto mineralocorticoide que lleva a retencion de sodio y expansion

de volumen.

La hipertension y virilizacion son las caracteristicas clinicas mas
importantes. El desarrollo de los genitales externos femeninos se
afecta por el exceso de andrégenos causando genitales ambiguos en
todos los casos, sin afectar los genitales internos. La persistencia en el
aumento de andrégenos provoca aparicion de caracteres sexuales
secundarios de manera prematura tanto en hombres como mujeres.

Las mujeres suelen tener conducta agresiva en la nifiez.

14



La hipertensidn es comun pero no tan constante como la virilizacidn. La
sobreproducciéon de DOCA causa retencion de sal e hipertension, la

cual se reconoce en la nifiez o adolescencia (Li-Qiang y cols, 2008).

El diagndstico clinico se puede realizar cuantificando 11-deoxicortisol
plasmatico postestimulacion con ACTH, que suele encontrarse 3 veces
arriba de la percentila 95 para la edad. El tratamiento consiste en
reemplazo con glucocorticoides; con la supresion de DOCA, la actividad
de renina plasmatica aumenta hasta valores normales. En general, se
necesitan mayores dosis de glucocorticoides para suprimir el
hiperandrogenismo comparado con los pacientes con HSC por
deficiencia de 21-hidroxilasa, asi como afiadir un antihipertensivo en

los casos que sea necesario (Wilson J y cols, 1998).

CYP11B1 se localiza en el cromosoma 821 y consiste de 9 exones, con
una longitud total de 6.03kpb; codifica para 503 aminoacidos. Las
mutaciones en este gen llevaran a una baja o nula expresidon de la
enzima 11B—hidroxilasa. Se han descrito mas de 50 mutaciones (Li-

Qiang y cols, 2008).

Deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa

La deficiencia de 17a-hidroxilasa es una enfermedad rara, autosdomica
recesiva con una incidencia aproximada de 1 en 50,000 individuos. Se
describio inicialmente en 1966 por Biglieri et al, en un paciente
genotipicamente femenino y con cuadro clinico caracterizado por
hipertensién, hipokalemia y ausencia de pubertad. En 1970, New

15



reportd un paciente genotipicamente masculino con
pseudohermafroditismo masculino. La enfermedad afecta tanto a
glandula adrenal como a las génadas. Se han encontrado mutaciones
en el gen que codifica para el citocromo P450c17 (CYP17) en el
cromosoma 10924-g25, causando la deficiencia de 17a-

hidroxilasa/17,20-liasa (Siew-Lee W. y cols, 2006).

Las mutaciones en el gen CYP17A1 llevan a falla en la sintesis de
cortisol (actividad 17a-hidroxilasa), androgenos adrenales (17,20-liasa)
y esteroides gonadales. En contraste con la deficiencia de 21-
hidroxilasa y 11pB—hidroxilasa, la deficiencia de 17a-hidroxilasa lleva a
una insuficiencia adrenal y gonadal. La enzima se expresa tanto en
adrenales como en gbénadas y posee actividad de 17a-hidroxilacion y
17,20-liasa. La pérdida de la retroalimentacion negativa lleva a un
aumento en la secrecion de esteroides previos al bloqueo, y se
favorece la secrecion de mineralocorticoides. Los niveles de
aldosterona son variables, y el exceso de mineralocorticoides es
resultado del exceso de DOCA en el 80% de los casos (Wilson J y cols,

1998).

El citocromo P450 17a-hidroxilasa (P450c17) es una de las enzimas
clave en la sintesis de las hormonas esteroideas en la corteza adrenal y
las gdnadas. Pertenece a la familia de oxidasas con 2 funciones: 17a-
hidroxilasa y 17,20-liasa. P450c17 cataliza la conversion de
pregnenolona y progesterona (P) en 17oa-hidroxipregnenolona y 17a-

hidroxiprogesterona (17a-OPH), que después se divide en el carbono
16



C17, 20 via 17,20-liasa para generar los precursores de andrégenos y
estrégenos, como dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona.
En la glandula adrenal, P y 170-OHP se convierten en 11-
deoxicorticoesterona (DOCA) y cortisol, por reacciones de hidroxilacion

via 21-hidroxilasa y 11B—hidroxilasa (Figura 3) (Tian Qy cols, 2009).

X ¥
cveitat |
[Pregnencione [CYP 17 || ——>|17-Ot -Prognonoiore | —fg» | ICYP 171} =]  OHEA |
¥-+SD + ‘
[on;mfv.wlc YP 'II] -—#[P-:NP'WV:»] B l-b[.‘(:\’!"’ l.‘l] 1 —-O[A'd".awm-;-. w]
| _,,.‘.-,.“
cYP1In ‘ f‘t:'l!ﬂ"
Mineralocorticold Glucocorticold Androgens

Figura 3. Bloqueo en la via de esteroidogénesis secundario a defectos en CYP17A1

(Wilson J y cols. 1998).

Consiste en 8 exones con 8673 pb y se expresa en la zona fascicular y
reticular de la glandula adrenal, asi como en las células de la teca y

Leydig (Yang J y cols, 2006).

La deficiencia de P450c17 es un defecto genético autosémico recesivo
causado por mutaciones en el gen CYP17A1 (Tian Q vy cols, 2009).
Desde que la primera mutacion fue descrita en 1988,
aproximadamente 54 mutaciones de CYP17A1 se han reportado. Se

sabe que estas mutaciones pueden causar deficiencia completa,
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parcial, combinada o aislada de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa (Yang J y

cols, 2006).

Pacientes 46, XX con este padecimiento, tipicamente presentan
hipertensién, hipokalemia, ausencia de caracteres sexuales
secundarios y amenorrea primaria; mientras que los pacientes 46, XY
presentan alteraciones en la virilizacion (pseudohermafroditismo) vy

ausencia de desarrollo puberal (Tonetto-Fernandes V y cols, 2006).

El diagndstico se realiza usualmente en la pubertad cuando los
pacientes presentan hipertensién, hipokalemia e hipogonadismo.
Como resultado, los niveles de LH y FSH se encuentran elevados. El
tratamiento incluye el reemplazo con glucocorticoides que revierte la
supresion del sistema renina-angiotensina-aldosterona inducida por
DOCA, mejorando la presion sanguinea. También se puede dar
reemplazo de hormonas sexuales. En el caso de los pacientes 46, XY, se

deben remover los testiculos intrabdominales (Wilson J y cols, 1998).

Deficiencia de 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa

La enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) es necesaria
para la sintesis de todos los esteroides adrenales y gonadales. La
deficiencia de esta enzima fue descrita por primera vez en 1962 por

Bongiovanni y parece tener una herencia autosémica recesiva.
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Debido a la deficiencia gonadal de 3B-HSD, la produccién de
andrégenos gonadales se encuentra disminuida. En los varones, el
desarrollo genital incompleto resulta en ambigliedad de genitales al
nacimiento. En contraste, en las mujeres afectadas, los altos niveles
circulantes de DHEA limitan el efecto androgénico que se manifiesta

como clitoromegalia y en raras ocasiones, fusion de labios mayores.

La relacion aumentada entre A5 y A4 esteroides, caracterizada
especificamente por elevacion en los niveles séricos de pregnenolona,
17-hidroxipregnenolona y DHEA y aumento en la secrecion de
pregnanetriol y 16-pregnenetriol en orina, llevan al diagndstico de este

desorden enzimatico (Figura 4).
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Figura 4. Bloqueo en la via de esteroidogénesis secundario a defectos en HSD3B2

(Wilson J y cols. 1998).

19



La deficiencia en la produccién de aldosterona en los casos de bloqueo
de la 3B-HSD genera una forma perdedora de sal; en otros casos, la
habilidad para retener sodio se conserva. En la deficiencia de 33-HSD,
como en la deficiencia de 11B-hidroxilasa y 21-hidroxilasa, existe un
amplio espectro fenotipico, y la pérdida de sal puede presentarse.
Tampoco se puede determinar el grado de severidad basandose en la

apariencia de los genitales externos al nacimiento.

Como en la deficiencia de 21-hidroxilasa, existe una deficiencia de 3[3-
HSD no clasica debido a un defecto enzimdtico atenuado que no
produce alteraciones en el desarrollo. Los pacientes con la forma no
clasica generalmente presentan adrenarca prematura, hirsutismo u
oligomenorrea. Con un inicio peripuberal o postadrenarca, parece

afectar las zonas fascicular y reticular.

La deficiencia de 3B-HSD no es frecuente, por lo que no se ha

encontrado predominio étnico y no existe una prevalencia exacta.

Se han clonado 2 genes, HSD3B1 y HSD3B2, que codifican para 2 tipos
de 3B-HSD; la enzima tipo Il se expresa especificamente en la corteza
adrenal y las génadas, y la enzima tipo |, que es la forma placentaria, se
expresa en tejido extraglandular. Los 2 genes comparten mas de 90%
de homologia en su secuencia y se localizan en el cromosoma 1p13.1.

Todas las mutaciones que causan deficiencia de 3B3-HSD se han
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encontrado en el gen HSD3B2 y se han descrito poco mas de 30

mutaciones (Simard J y cols. 2005; Rimoin D y cols, 2007).

Diagnostico Prenatal y Tratamiento

Mientras que las manifestaciones postnatales de la HSC son
controladas hormonalmente, la correccion mediante cirugia es el
tratamiento efectivo para las alteraciones genitales presentes al
nacimiento. El potente esteroide dexametasona, que atraviesa la
barrera placentaria, se utiliza para suprimir la actividad adrenal fetal en
los fetos femeninos afectados, y reduce de manera significativa el
grado de virilizacidn presente al nacimiento cuando se administra a la

mujer embarazada (Rimoin Dy cols, 2007).

En 1989, Bouchard reporta el primer caso de tratamiento prenatal de
un feto femenino con HSC por deficiencia de 11p3—hidroxilasa. En esta
ocasion, el tratamiento se inici6 de manera tardia, fue suspendido a la
mitad del embarazo y eventualmente descontinuado basandose en
niveles normales en la concentraciéon de esteroides en liquido
amnidtico. El resultado fue el nacimiento de un bebé severamente

virilizado (Cerame By cols, 1999).

Para el diagndstico y tratamiento prenatal de HSC se utiliza el mismo
algoritmo. La fusion de labios ocurre antes de la octava semana de

gestacion; es por eso que una vez confirmado el embarazo en una
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mujer con riesgo para tener un feto con HSC, se inicia el tratamiento
con dexametasona (20ug/kg/dia en 3 dosis), sin importar el estado del
feto. La biopsia de vellosidades coriales a la décima semana de
gestacion o la amniocentesis a la semana 14, nos proporciona tejido
para la extraccion de DNA vy cariotipo para determinar el sexo. La
terapia con dexametasona se suspende si el feto es masculino o si en el
analisis del DNA se encuentra que el feto femenino es heterocigoto u
homocigoto sano. Solo los fetos femeninos afectados son tratados
hasta el término del embarazo. Al nacimiento el diagndstico debe ser
confirmado clinicamente, por medicion hormonal y genéticamente

(Cerame By cols, 1999; Martin E y cols, 2001).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de 21 hidroxilasa es una
de las enfermedades autosdmicas recesivas mas frecuentes dentro de la
practica médica. Los lineamientos para el abordaje y manejo de esta
patologia se encuentran bien establecidos. Sin embargo, esta forma de
patologia suprarrenal es sélo una de 4 enfermedades que se observan por
deficiencia de alguna de las enzimas que participan en la sintesis de
hormonas esteroideas. La incidencia, el abordaje, el diagndstico y el manejo
en estas formas no cldsicas no son homogéneos y en ocasiones es dificil
llegar al diagnostico.

El estudio multidisciplinario de los pacientes con sospecha diagndstica de
HSC no clasica que acudieron al Hospital General de México en los ultimos
tres afios permitira trabajar de forma conjunta con los Servicios de
Endocrinologia y Medicina Interna, conocer mas a fondo estas patologias,
desarrollar y aplicar la tecnologia para realizar estudios moleculares que
brinden un diagndstico preciso, y establecer lineamientos de diagndstico y

manejo para que sean aplicados en los diferentes servicios.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Realizar el estudio molecular de las formas no cldsicas de HSC en el

servicio de Genética del Hospital General de México.

Objetivos Secundarios

Conocer las caracteristicas clinicas de las diferentes formas de HSC en

nuestra poblacion.

Estandarizar y contar con el diagndstico molecular de las formas no

clasicas de HSC.

Estandarizar y contar con el diagndstico molecular prenatal de las

formas no clasicas de HSC.

Caracterizar las mutaciones en nuestra poblacion.

Estudiar el posible efecto funcional de las mutaciones identificadas.
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MATERIAL Y METODO

Sujetos

Se estudiaron 6 familias con un total de 9 afectados, todos con datos
clinicos sugerentes de hiperplasia suprarrenal congénita. En todos los
casos se realizd un abordaje multidisciplinario en donde participaron
los servicios de Genética, Endocrinologia y Medicina Interna. Se realizo
una historia clinica detallada, estudios bdasicos de laboratorio y
gabinete, ademas de estudio molecular.

Se incluyeron ademas 31 pacientes puberos y prepuberes con datos de

hiperandrogenismo y se realizé estudio molecular del gen HSD3B2.

Familia 1
| —O O
1 2 3 4
Il.
1 2z
21a Ga

1.

1 2 3 \ 4 5 7 8 9 10
V.

1 2

Figura 5. Arbol genealdgico de la familia 1.
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Familia procedente de la regidon de Xhenalho, Chiapas; el caso Ill.3
paciente con asignacion masculina de 21 afios de edad quien acude a
consulta con diagndstico de hipertensién arterial tratada con
nifedipino y ambigledad genital. Dentro los antecedentes
heredofamiliares niega consanguinidad, sin embargo, se documenta
que vive en una zona endogdmica para el padecimiento actual;
producto de la tercera gesta de matrimonio sano con dos hermanos
mas afectados y siete sanos (Figura 5). Dentro de los antecedentes
patoldégicos de importancia refiere alteraciones de la diferenciacion
sexual desde el nacimiento, pubarca prematura a los 6 afios de edad,
talla baja e hipertension arterial de dificil control. A la exploracion
fisica se observa paciente con ambigiedad genital, talla baja por
debajo de la percentila 3. En los genitales se observa falo de 4 cm con
cuerda tendinosa, piel escrotal hiperpigmentada y rugosa, no se palpan
gonadas, hipospadias perineo-escrotal sin seno urogenital. Los estudios
de laboratorio se muestran en la tabla 1. La TAC abdominopélvica
mostré hiperplasia de glandulas adrenales asi como la presencia de
utero y génadas con caracteristicas de ovarios. El Cariotipo fue 46, XX
con secuencias del cromosoma Y mediante PCR negativas. Con estos
resultados se realiza diagndstico de deficiencia de 11B—hidroxilasa.
Los estudios psicolégicos mostraron identidad masculina, se realizé
histerectomia con ooforectomia bilateral, correccion de cuerda

tendinosa y colocacion de protesis testiculares.
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Tabla 1. Valores de laboratorio de los pacientes Ill. 3y lll. 10

LABORATORIO . 3 . 10
17-hidroxiprogesterona | 18.6ng/ml (0.5-2) 19.8ng/ml (0.5-2)

FSH 10.0mUI/ml (2-10) 11.4mUl/ml (2-10)

LH 5.0mUl/ml (2-25) 4.6mUl/ml (2-25)
Estrégenos 70pg/ml (20-150) 62pg/ml (20-150)
Testosterona 3.0ng/ml (0.2-0.7) 4.0ng/ml (0.2-0.7)
Progesterona 1.6pg/ml (0.2-1.0) 1.8pg/ml (0.2-1.0)
DHEAs 1500ng/ml (520-4200) | 2160ng/ml (520-4200)
DOCA 1010ng/dL 1029ng/dL

El caso 111.10, masculino de 6 aifos de edad hermano de Ill.3 acude a
consulta con caracteristicas clinicas y bioquimicas semejantes a su
hermano. A la exploracion se encuentra masculino con talla por arriba
de la percentila 95, pezones hiperpigmentados, genitales masculinos
Tanner Ill (Imagen 1). Los examenes de laboratorio se muestran en la
tabla 1.

Se realiza edad d6sea que reportd una edad de 14 aifos. Se documentod
hipertensién arterial sistélica de 140/90. Se realizd cariotipo con
resultado 46, XX con identidad masculina. Con estos datos se
diagnostica deficiencia de 11p—hidroxilasa y en ambos hermanos se

realizd estudio molecular en DNA en linfocitos de sangre periférica.
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Imagen 1. Paciente Ill. 10, se observa hiperpigmentacion de pezones, genitales masculinos

Tanner Ill.

Familia 2

3abm

svl
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Figura 6. Arbol genealdgico de la familia 2.

Matrimonio sano no consanguineo procedente de Chicontepec,
Veracruz, acuden a consulta con 1.1 masculino de 3 anos 6 meses de
edad con datos de pseudo-pubertad precoz e hipertension. Sin ningun
antecedente de importancia para el padecimiento actual con inicio
repentino de datos puberales. A la exploracion fisica se observa
paciente fenotipicamente masculino, con datos de acné en cara,
genitales masculinos Tanner lll, pene de 9 cm con volumen testicular

de 1.7 cm’, hiperpigmentacién generalizada (Imagen 2). Dentro del
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abordaje inicial se descartd tumor suprarrenal como causa del
padecimiento actual; los resultados relevantes de laboratorio incluyen
desoxicorticosterona 403 ng/dL (4-49), 11-deoxicortisol >10,000 ng/dL
(7-210). Con estos datos se integrd diagndstico clinico de deficiencia de
11B—hidroxilasa y se toma muestra de sangre periférica para
extraccion de DNA de linfocitos y estudio molecular. Se da
asesoramiento genético a los padres, sin embargo |.2 acude a consulta
con embarazo de 9.3 SDG por fecha de ultima regla. Con el
antecedente familiar se realizd USG que reportd embarazo de 8.1 SDG.
Endocrinologia inicié tratamiento prenatal con dexametasona a dosis
de 20 pg/kg/dia. A las 17 SDG se realizd amniocentesis y estudio
molecular de la mutacién identificada previamente en el hermano. El
producto tuvo un cariotipo 46, XY y fue homocigoto para la misma

mutacion por lo que se suspendid el tratamiento prenatal.

Imagen 2. Paciente I. 1, se observa paciente fenotipicamente masculino,
hiperpigmentacién generalizada y pene de 9 cm.
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Familia 3
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Figura 7. Arbol genealdgico de la familia 3.

Familia proveniente de San Juan Otzolotepec, Oaxaca, el caso Il. 5 con
asignacion femenina de 18 afos de edad, es hospitalizada por
presentar paralisis de miembros inferiores secundaria a crisis
hipokalémica. Sin antecedentes heredofamiliares de importancia, no
consanguinidad, pero provienen de una comunidad endogamica del
estado de Oaxaca; producto de la quinta gesta de una matrimonio sano
con 5 hermanos aparentemente sanos (Figura 7). Dentro de los
antecedentes personales patoldgicos presenta amenorrea primaria e
infantilismo sexual, se documenta hipertensién arterial de 140/100. A
la exploracion fisica se observa fenotipo femenino con mamas Tanner
I, sin vello axilar ni pubico, genitales externos femeninos Tanner |
(Imagen 3). Se realiz6 USG abdominopélvico donde no se observan
utero ni ovarios; TAC abdominal con hiperplasia de ambas glandulas

adrenales; IRM con presencia de gdnadas en ambos canales inguinales.
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Se realizé cariotipo con resultado 46, XY y secuencias del cromosoma Y
por PCR positivas. Los examenes de laboratorio muestran FSH 67.9
muUl/ml, LH 41.4 mUI/ml, prolactina 29.4 ng/ml, E2 10 pg/ml, TSH 0.99
ug/mil, T4L 1.0 ng/ml, T3L 3.3 pg/ml, ACTH 535 pg/ml, aldosterona
171.2 pg/ml, progesterona 4.1 ng/ml, testosterona 10 ng/dL, Na 143, K
1.59, Mg 0.43.

Con los datos anteriores se integro el diagndstico clinico de deficiencia
de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa por lo que se inicié tratamiento
antihipertensivo y hormonal. Se realizé laparotomia exploradora y se
extirparon ambos testiculos; se tomd muestra se sangre periférica para
estudio molecular en DNA de linfocitos. Al afio de tratamiento fue
intervenida quirdrgicamente para colocacion de implantes mamarios.

Actualmente asintomatica con buen control de la hipertension.

Imagen 3. Paciente Il. 5. Fenotipicamente femenino, mamas Tanner |, sin vello pubico,
genitales femeninos Tanner .
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Familia 4
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Figura 8. Arbol genealdgico de la familia 4.
Familia procedente de San Juan Otzolotepec, Oaxaca; el caso Ill. 13,
con asignacion femenina de 21 afios de edad es referida del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia por presentar amenorrea
primaria e hipertension ya tratada con captopril. Sin antecedentes
heredofamiliares de importancia, no consanguinidad pero
provenientes de una comunidad endogamica de Oaxaca; producto de
la gesta 2 con padres y 3 hermanos aparentemente sanos (Figura 8).
Cuenta con el antecedente de ependimoma removido quirdrgicamente
un ano antes de la consulta. A la exploracion fisica se encuentra
fenotipo femenino, mamas Tanner |, sin presencia de vello axilar ni
pubico, genitales externos femeninos Tanner |, con TA 140/100. USG
pélvico sin Utero ni ovarios y cariotipo 46, XY. Los estudios de
laboratorio muestran FSH 42.6 mUI/ml (3.5-12.5), LH 17.2 mUIl/ml (2.4-

12.6), E2 20.0 pg/ml (25-195), prolactina 6.3 ng/ml (3.3-26.7), cortisol
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0.5 ug/ml (8.7-22.4), DHT<15, androstenediona <0.3 pug/ml, DHEAS
<15, testosterona 0.1 ng/ml (0.06-0.82), progesterona 4.59 ng/ml,
ACTH 298.5 pg/ml (4.7-48.8), Na 141 mmol/L (136-144), K 3.1 mmol/L
(3.6-5.1), Cl 105 mmol/L (101-111), Ca 9.6 mg/dL (8.9-10.3), DHT<15,
androstenediona <0.3 pg/ml, DHEAS <15.

Con los datos anteriores se realiza el diagndstico clinico de deficiencia
de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa y se toma muestra de sangre periférica

para estudio molecular.

Familia 5
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Figura 9. Arbol genealdgico de la familia 5.

~

Familia residente del Distrito Federal pero procedente de San Juan
Otzolotepec, Oaxaca; el caso Il. 5 con asignacién femenino de 23 anos
de edad con antecedente de hipertension arterial en tratamiento,
acude a consulta por amenorrea primaria y falta de desarrollo de
caracteres sexuales secundarios. Sin antecedentes heredofamiliares de

importancia, probable consanguinidad, producto de la quinta gesta con
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padres sanos, 5 hermanos sanos y una hermana afectada (Figura 9). A
la exploracion se observa fenotipo femenino, mamas Tanner |, sin vello
axilar ni pubico, genitales externos femeninos Tanner I. Cuenta con
USG que reporta utero infantil y ovarios pequefios con foliculos
atrésicos y cariotipo 46, XX. Los laboratorios reportan FSH 88.3
muUl/ml, LH 26.3 mUI/ml, prolactina 17.3 ng/ml, progesterona 8.2
ng/ml, testosterona 0.04 ng/ml, E2 36.7 pg/ml (160-246), TSH 4.79
muUl/ml, T3 4.79 pg/ml, T4 0.77 ng/dL, renina <0.15 ng/ml/hr, cortisol
6.05 mg/24hr, aldosterona 310.6 pg/ml. Con los datos obtenidos se
integra el diagndstico  clinico  de deficiencia de 17a-
hidroxilasa/17,20-liasa y se toma muestra para estudio molecular y se
da tratamiento hormonal.

El caso Il. 7 con asignacion femenina de 15 afios de edad acude a la
consulta con caracteristicas clinicas semejantes a las de su hermana. A
la exploraciéon fisica se observa mamas Tanner |, ausencia de vello
axilar y pubico, genitales externos femeninos Tanner I. Se inicia
estudio para confirmar deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa por
lo que se solicita cariotipo, USG pélvico, valores hormonales y estudio

molecular.
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Familia 6
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Figura 10. Arbol genealdgico de la familia 6.

Familia procedente del estado de Morelos, con caso Il.1 con asignacion
femenina de 15 anos de edad que acude a consulta por amenorrea
primaria sin desarrollo de caracteres sexuales secundarios. Sin
antecedentes heredofamiliares de importancia para el padecimiento,

producto de la primera gesta de padres aparentemente sanos (Figura
10). Cuenta con antecedente de mareos y cefaleas frecuentes. A la
exploracion fisica se observa acantosis nigricans en cuello y axilas,
mamas Tanner |, ausencia de vello pubico, genitales externos Tanner |
y TA 170/110. El USG pélvico sin estructuras Millerianas con cariotipo
46, XY. Se realizo prueba de estimulacion con gonadotropina coridnica
humana sin obtener respuesta. Los laboratorios reportan LH 36.4 Ul/L
(0.69-7.15), FSH 58.8 UI/L (0.81-8.18). Se realiz6 laparoscopia donde se
encuentran testiculos bilaterales en canal inguinal y una vagina de 7
cm con fondo ciego. Las gdnadas fueron removidas y el analisis
histolégico reveld testiculos bilaterales con escasas células de Leydigy
atrofia tubular con ausencia de epididimo y vasos deferentes. Posterior
a la cirugia se documentdé hipokalemia (2.9 mEg/L) e hipernatremia

(148 mEg/L), cortisol basal 2.8 pg/dL (3-21), testosterona < 20 ng/dL
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(220- 800), androstenediona 0.3 ng/mL (0.9-1.7), DHEA-s < 15ug/dL

(30-555), 11-deoxicorticoesterona 398 ng/dL (2-19), ACTH 75.3
pg/mL (10-60), aldosterona 240 pg/mL (10-160), actividad de renina
plasmatica 1 ng/ml/hr (3.2 + 1), E2 <20 pg/mL (5-45), progesterona
10.4 ng/ml (0.3-1.5) y pregnenolona 300 ng/dL (10-150). Con los datos
anteriores se integra el diagndstico de deficiencia de 17a-
hidroxilasa/17,20-liasa y se toma muestra de sangre periférica para

estudio molecular a la paciente y ambos padres.

Metodologia

Extraccion de DNA de linfocitos de sangre periférica

e Se obtuvo asépticamente 3 ml de sangre periférica.
e Se colocé la sangre en un tubo de ensaye con EDTA.
e Se realizé extracciéon de DNA con PerfectPure TM DNA

Blood Kit.

En todas las muestras obtenidas se llevd a cabo un andlisis
espectrofotométrico con lecturas a una longitud de onda de 260 vy
280mnm. La concentracion de DNA fue calculada mediante la siguiente

relacion:
1 DOj6= 50mg de DNA/m.

La pureza del DNA se obtuvo mediante la relacidon de las densidades

Opticas obtenidas con las lecturas 260/280 nm y se consideré como
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Optima una relacién 1.8-2.0. Para determinar la calidad de las muestras
se realizo electroforesis en gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro

de etidio al 0.0002%.

Extraccion de DNA de liquido amnidtico

Para la extraccion de DNA de liguido amnidtico se utilizd el kit QlAvac
24 Plus. Se colocaron 20 ul de proteasa QIAGEN en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml y se anadié 200ul de la muestra junto con
200 ul de Buffer AL y se mezclaron con vortex por 15 segundos. El tubo
se incubdé por 10 minutos a 569C. Posteriormente se centrifugd
brevemente y se anadido 200 pl de etanol (96-100%), se mezcld de
nuevo con vortex por 15 segundos. Después de mezclar se centrifugo.
Se utilizd una minicolumna QlAamp para colocar la muestra que
obtuvimos en el paso anterior y se sometié a vacio con la tapa del
tubo abierta. Después se anadid 750 pl de buffer AW1y se colocé en la
camara de vacio. Una vez que el buffer se secd, sacamos el tubo de la
camara. Se anadid de nuevo 750 ul de buffer AW2 y se introdujo de
nuevo en la cdmara de vacio hasta que se secd por completo y se
cerrd la tapa de la minicolumna. Se colocd la minicolumna en un tubo
limpio de 2 ml y se centrifugd a 20,000 x g (14,000rpm) por un minuto
para secar la membrana por completo. Se colocé la minicolumna en un
nuevo tubo de 1.5 ml y se desecho el tubo que contenia el filtrado. Se
anadido 200 ul de buffer AE o agua destilada al nuevo tubo y se

centrifugd a 6,000 x g (8,000rpm) por un minuto.
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Andlisis de Reaccidon en cadena de la polimerasa

Se analizaran los 8 exones y las uniones exdén-intron del gen de la
17a—hidroxilasa, los 9 exones del gen 11B—-hidroxilasa y los 4 exones
del gen HSD3B2. La amplificacion del DNA se realizd a través de la
reaccidon en cadena de polimerasa (PCR). Los reactivos necesarios para

realizar esta reaccion se observan en la tabla 2.

Tabla2. Pardmetros de la reaccidon

REACTIVOS
Buffer con Mg 10X
MgCl, 25mM
dNTPs 10mM
Oligonucleétidos 100mM
Taq Polimerasa Gold 5Upl
Agua 25ml

La mezcla de los reactivos anteriores forma la Master Mix a la cual se le
agrego el DNA obtenido de cada paciente. Esta muestra se colocé en el
termociclador GeneAmp PCR System 2700 de Applied Biosystems, para
la amplificacion se utilizaron las condiciones de las tablas 3y 4 (tablas 3
y4).

Tabla 3. Condiciones de PCR de los genes CYP17A1y CYP11B1

CYP17A1 CYP11B1

94°C | 2 minutos |94°C| 5 minutos
942C | 30 segundos | 942C | 1 minuto
582C | 45 segundos | 652C| 1 minuto
72°C | 15 segundos | 722C| 1 minuto
72°C | 2 minutos | 72°2C| 2 minutos
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Tabla 4. Condiciones de PCR para el gen HSD3B2

HSD3B2
Exénly?2 Exén 3 Exén 4 Ay B Exén 4 C Exén 4D
94°C 10 94°C 8 942eC 8 94eC 8 942eC 8
minutos minutos minutos minutos minutos
949C | 1 minuto | 942C 30 94eC | 1 minuto | 942C | 1 minuto | 942C | 1 minuto
segundos
552C | 1 minuto | 502C 30 552C | 1 minuto | 642C | 1 minuto | 542C | 1 minuto
segundos
72°C | 1 minuto | 72°C 30 72°C | 1 minuto | 722C | 1 minuto | 722C | 1 minuto
segundos
72°C 7 72°C 7 72°C 7 72¢C 7 72°C 7
minutos minutos minutos minutos minutos

Para el gen de 17a—hidroxilasa se utilizaron 8 pares de oligos que se
muestran en la tabla 5, junto con la temperatura de alineamiento de
cada uno y el tamafio esperado del fragmento amplificado. Para el gen
de 11B-hidroxilasa se utilizaron 6 pares y 7 oligos
independientes que se muestran en la tabla 6. Para el gen de 3[-
hidroxiesteroide deshidrogenasa se utilizaron 5 pares de oligos y un

oligo independiente que se muestran en la tabla 7.
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Tabla 5. Productos amplificados por PCR del gen CYP17A1

Exdn Oligonucledtido Temp. de Fragmento
alineamiento amplificado
Exdén 1 5-CACTGCTGTCTATCTTGCC-3’ 58 474
5°-CCTTCACATCATCCCACTA-3’ 56
Exon 2 5'-AGGGACCAGAGGTGTAAG-3’ 52 339
5-GCAGCAGTAGCCAAGAA-3’ 48
Exon 3 5-AGGGTGCTGATTCATTTC-3’ 52 414
5’-GCAGAGGAGGTAGAGGTG-3’ 58
Exén 4 5'-CGCTTGATGTTTGATTGA-3’ 50 396
5°-CACCCTGCTCTTGTGATT-3’ 54
Exén 5 5"-ACAGAAGTATGGCAGGAGT-3’ 56 593
5'-CCAGAGTAGGTTGGAGGT-3’ 56
Exén 6 5-ACTGGGAAGGGAACTGGA-3’ 56 314
5-GGCTAGATGTCACTGGGAG-3’ 60
Exon 7 5'-AGTGGGAATGAGGGAGTA-3’ 54 356
5-GTCAACAGGTCCGTATAGTT-3’ 58
Exdén 8 5’-TCAACCAGGGCAGAACC-3’ 54 446
5'-GGAAGAATGGCGGAGAA-3’ 52
Tabla 6. Productos amplificados por PCR del gen CYP11B1
Exdn Oligonucledtido Temp. de Fragmento
alineamiento amplificado
Exdén 1-2 5'-TCGAAGGCAAGGCACCAG-3’ 58 873
3’-GCTCCCAGCTCTCAGCT-5’ 56
Exén 3-5 5’-AGAAAATCCCTCCCCCCTA-3’ 58 1409
3’-GACACGTGGGCGCCGTGTGA-5’ 68
Exén 6-9 5-TGACCGTGCAGCTGTGTCT-3’ 60 1541
3’-GAGACGTGATTAGTTGATGGC-5’ 66
Exdn 2 5-GAGACAGTTTGGATTGGGACTGC-3’ 70 265
Exén 3 5’-GGACAAGGAGGATGGGATA-3’ 60 1151
Exén 4 5-GGACTGAAGGGAGTGTG-3’ 54 811
Exon 5 5'-GGATGTTTCCCAGCACCAAAGTC-3’ 70 297
Exén 7 5’-GGTGCAGAGAGCACAGG-3’ 56 1014
Exdén 8 5’-CCTCGAGCTGAGAACCTCC-3’ 62 852
Exén 9 5'-TGCAACTTTGAGGGTCTGAGAAG-3’ 68 205
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Tabla 7. Productos amplificados por PCR del gen HSD3B2

Exdn Oligonucledtido Temp. de Fragmento
alineamiento amplificado
Exén 1-2 5"-AGAGCATAAAGCTCCAG -3’ 50 502
3’-CCACACCCATGCAGAGT -5’ 54
Exon 3 5°-CCAATGACCTGACCTGT -3’ 50 227
3’-CCAACTTGTTTTATCTC -5’ 46
Exén 4AB 5 -TGTGGTTGCAGCTCCTT -3’ 52
Exdn 4A 3’-AGACTGGGTTGACTGTA-5’ 48 422
Exdén 4B 3’-ACCCATTAGCGGCCAGC-5’ 56 263
Exén 4C 5’-GCCCATTCCTTTCTGCC -3’ 54 561
3’-GCACATCTCTGTCATCC-5’ 52
Exén 4D 5-GTGTCCGAGGTCAATTC -3’ 52 435
3"-GAGTTTGATGACATTTC-5’ 46

Se realizd una electroforesis con los productos amplificados en un gel

de agarosa al 1.5%.

Purificacion de los productos de PCR

La purificacion de los productos de PCR a partir del gel de agarosa se
realizé utilizando el Kit QIAEX Il gel Extraction (Qiagen, Chatsworth, CA
USA). Se corté la banda del gel con el producto amplificado, se colocé
en tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, se pesé y agregd buffer QX1 pH
7.5y 6 pul de la resina QX2, se agitd la mezcla, se colocd a 55 °C durante
15 minutos (agitando cada 3 minutos). Una vez disuelta la agarosa,
ésta se eliminé mediante centrifugaciéon durante 1 minuto a 9,221 g; se
decantd el sobrenadante y el botdn se resuspendié en 500 ul de buffer
QX 1, se agitd vigorosamente y se centrifugd en las mismas
condiciones antes mencionadas. Una vez que se decantd el

sobrenadante, el exceso de buffer se retird con una pipeta hasta dejar
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Unicamente el botédn que contenia el DNA, el cual fue resuspendido en
350 ul de buffer PE (que contiene principalmente alcohol). Se
centrifugé nuevamente y se lavd con Buffer PE; una vez que se decanté
se colocé a 55°C durante 10 minutos hasta que se secé la muestra, la
cual se resuspendié en un volumen de 27 pl con agua destilada vy
deionizada. Se incubd durante toda la noche a 4°C, para
centrifugarse en las mismas condiciones, el sobrenadante fue

recuperado y se utilizé como templado.

Secuenciacion automatizada directa por método Sanger

Se realizd una reaccion de secuencia utilizando los productos
purificados por medio de una reaccidon de PCR de una sola cadena y se
incorporaron dNTPs marcados con fluorescencia usando el reactivo Big
Dye (Applied Biosystems). El programa de amplificaciéon que se utilizo
es el siguiente (tabla 8):

Tabla 8. Condiciones de la reaccion de secuencia

96 2C 1 minuto
96 2C 30 segundos
50 2eC 15 segundos
60 2C 2 minutos

Purificacion DNA

Se realizd6 mediante columnas con el kit Center-Sep (Spin Columns) de
Princeton Separations. Se colocaron 2 tubos, cada uno con un oligo
diluido (ImM). Para la hidratacidon de las columnas, éstas se lavaron

con agua destilada y se agregd 0.06 gr de sephadex; una vez que
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estuvieron secas y limpias. Se agregd 800 ul de agua destilada y se
hidrataron por 2 horas. Se colocaron en tubos de 2 ml y se
centrifugaron a 3,000 rpm durante 3 minutos para eliminar el exceso
de agua. La columna se colocd en tubos de 500 ul, se agregd el
producto de PCR (obtenido del paso anterior) sin tocar el sephadexy se
centrifugd a 3,000 rpm por 3 minutos. Se dejé secar el producto con
desecador o ventilacidon y se resuspendié en 20 ul de TSR (Template
Supresién Reagent). Para la secuenciacion del producto de DNA
secuencia especifica, éste se desnaturalizdé incubandose a 95 2C por 5

minutos e inmediatamente después se colocd en hielo.
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RESULTADOS

En la Familia 1 se estudiaron dos casos con diagndstico clinico de
hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de 11B—hidroxilasa,
lll. 3y Ill. 10; se realizé el estudio molecular analizando los 9 exones del
gen CYP11B1 y se observaron alteraciones en dicho gen. Ambos casos
presentaron una transicion homocigota de una citocina (CCC) por una
timina (CTC) en la posicién 4791 del exdn 8 (Figura 11), esta sustitucion
provoca un cambio de una prolina por una leucina en el aminoacido

442 (Figura 11y 12).

200 210 150 160
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Figura 11. Electroferograma parcial de la secuencia del gen CYP11B1 del paciente Ill. 3. El
electroferograma muestra la mutacién C>T g.4791 en la secuencia del gen CYP11B1, lo
gue condiciona la sustitucidén de prolina por leucina.
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Figura 12. Electroferograma parcial de la secuencia del gen CYP11B1 del paciente lll. 10. El
electroferograma muestra la mutacion C>T g.4791 en la secuencia del gen CYP11B1, lo
gue condiciona la sustitucién de prolina por leucina.
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En la Familia 2 se estudidé al paciente Il. 1 con datos compatibles de
hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de 11B—hidroxilasa y
se analizé el liquido amnidtico de Il. 2 para los 9 exones del gen
CYP11B1. En ambos se encontrd una insercidon homocigota de 11
nucleétidos ACAGTACACCA en la posicidon 3467 del exén 5 (Figura 13 y
14).

60 —— 20 7O 220
GCCTTCAACAGT ACACCAPBCCICTTC AGC CGC CCTC

Figura 13. Electroferograma parcial de la secuencia del gen CYP11B1 del paciente Il. 1. El
electroferograma muestra la insercion de 11 bases en el exdn 5, lo que ocasiona cambio
en el marco de lectura de la proteina.

60 s 270 2280
T CHACAGT ACACCA|GCCGJICTTC AGC CGC CCTC

Figura 14. Electroferograma parcial de la secuencia del gen CYP11B1 del paciente
[1.21. El electroferograma muestra la insercidon de 11 bases en el exdn 5, lo que
ocasiona cambio en el marco de lectura de la proteina.

En la familia 3 sélo se estudid a un individuo, el caso Il. 5 con datos
clinicos de hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de 17a-
hidroxilasa/17,20-liasa; se secuenciaron los 8 exones del gen CYP17A1
encontrando una transversion homocigota de una citocina (TCA) por

una adenina (TAA) en el exdn 5, esta sustitucion provoca un cambio de
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una serina por un codén de paro en el aminodacido 288 (S246X) (Figura

15).

150 160
A ‘ \ : '; t

Figura 15. Electroferograma parcial de la secuencia del gen CYP17A1 en el paciente Il. 5. El
electroferograma muestra el triplete 246 que codifica para serina. Se muestra una
sustitucion de C>A en la segunda base del triplete que origina un codén de paro.

En la familia 4 se estudidé el caso Illl. 13 con datos compatibles con
hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de 17a-
hidroxilasa/17,20-liasa; se secuenciaron los 8 exones del gen CYP17A1
encontrando una transversion homocigota de una citocina (TCA) por
una adenina (TAA) en el exdn 5, esta sustitucion provoca un cambio de

una serina por un codén de paro en el aminoacido 288 (S246X).

En la familia 5 se estudiaron 2 casos, el Il. 5 y Il. 7 compatibles con
hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de 17a-
hidroxilasa/17,20-liasa. El resultado del cariotipo de la paciente 1.7 fue
46, XY. Se encuentra pendiente el resultado de la secuenciacion de los

8 exones del gen.

En la familia 6 se estudid a la familia nuclear: se identificd que la
madre era heterocigota para la mutacion K110X y el padre

heterocigoto para la mutacion R362H y el caso indice fue un
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heterocigoto compuesto. Ambas mutaciones no han sido reportadas
en la literatura. La primera es una mutacion sin sentido que consiste en
la insercidn de una timina en la posicién 2758 del exdn 2 que cambia
una lisina (AAG) por un codén de paro (TAA) designada como K110X
(Figura 16). El segundo alelo contenia una mutacidn de sentido
equivocado que consistia en la transicion de una guanina por una
adenina en la posicion 5555 en el exdon 6 que cambia una arginina
(CGC) por histidina (CAC) designada como R362H (Figura 16). También
se encontrd que la paciente era heterocigota para 4 polimorfismos
previamente descritos, 2 en el exéon 1 (rs6162 [T/C]), rs6163 [G/T]),
otro en el intrén 3 (rs1004467 [T/C]), y uno en el intron 6
(rs17115100 [C/A]).
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Figura 18. Electroferograma parcial de la secuencia del gen CYP17A1 del paciente Il. 1. Se

observa el triplete 110 del gen CYP17A1 que codifica para lisina, muestra la insercién de

una T en la posicidon 2758 que genera un coddn de paro. También muestra la sustitucidon
de G>A en la posicion 5555 del exdn 6 que cambia una arginina por una histidina.
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El estudio de las mutaciones en ambos padres mostré que la madre era
heterocigota para la mutaciéon K110X y el padre heterocigoto para la
mutacion R362H. El estudio de los polimorfismos reveld que el padre
era homocigoto para los 4 polimorfismos, mientras que la madre fue
homocigota solo para algunos de los alelos.

Para investigar la expresion y localizacidon de la proteina mutada en el
tejido gonadal de Ila paciente, se realizaron estudios de
inmunofluorescencia. No se encontrd proteina inmunorreactiva en el
tejido testicular de la paciente en comparacion de un testiculo control
normal (Imagen 4 y 5). Para corroborar que la ausencia de proteina
fuera debido a la mutacion y no al dafo testicular se realizd
inmunohistoquimica de la enzima esteroidogénica 33-hidroxiesteroide
deshidrogenasa, la cual se identificé tanto en la paciente como en el

control.

Imagen 4. Inmunohistoquimica de CYP17A1. (A)
Sefiales negativas en tejido testicular del
paciente para CYP17A1. (B, E, H) Control
negativo de tejido testicular del paciente,
testiculo normal y glandula suprarrenal con
anticuerpos secundarios. (D) Testiculo normal
positive en células de Leydig. (G) Glandula
adrenal positiva en células corticales. (C, F 1)
Inmunohistoquimica para 3-¢5-HSD en tejido del
paciente y normal positivos.
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Imagen 5. Analisis confocal. {A) Ausencia de
inmunofluorescencia de CYP17A1 en tejido
testicular de la paciente. (C) Testiculo normal
con inmunofluorescencia positiva en células de
Leydig. (E) Glandula adrenal con
inmunofluorescencia  positiva en  células
corticales. (B, D, E) Microscopia optica del tejido
afectado.
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De las 31 pacientes estudiadas con datos clinicos de hiperandrogenismo vy
sospecha de deficiencia de 3[B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, se

secuenciaron los 4 exones del gen sin encontrar alguna mutacion.
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DISCUSION

La hiperplasia suprarrenal congénita es un grupo de enfermedades
autosémico recesivas, resultado de |la deficiencia de una de las cinco enzimas
implicadas en la sintesis del cortisol en la corteza suprarrenal. La mas comun
es la deficiencia de 21-hidroxilasa, que causa mds del 90% de los casos
(Speiser W y cols, 2003). La HSC hace referencia a las alteraciones
histoldgicas caracteristicas secundarias a la elevaciéon de la hormona ACTH y a
la hiperactividad crénica de la glandula por incapacidad de la corteza adrenal
de producir niveles plasmaticos de cortisol adecuados en respuesta a la
estimulacion normal de ACTH. Esta incapacidad es debida a un bloqueo
enzimatico en las diferentes etapas de la via de esteroidogénesis (Rimoin D y
cols, 2007). Es importante enfatizar que existen formas menos frecuentes de
HSC, en este trabajo de tesis realizamos un estudio clinico y molecular del
abordaje en 9 casos con manifestaciones clinicas de formas no clasicas de
HSC por deficiencia de 11B-hidroxilasa, 17a-hidroxilasa/17,20-liasa y 33-
hidroxiesteroide deshidrogenasa que llegaron en los ultimos 3 afos al

Hospital General de México.

Se trabajo en 6 casos familiares con un total de 9 afectados, ademas de 31
pacientes femeninas pediatricas con datos de hiperandrogenismo idiopatico.
En dos de los casos familiares se llegd al diagnodstico clinico y molecular de
HSC por deficiencia de 11B-hidroxilasa; clinicamente esta patologia se
caracteriza por presentar elevacion en la tensidn arterial en edad temprana

por sobreproduccion de DOCA. En los casos 46, XX se observa ambigtiedad
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genital secundaria a virilizacion de los genitales externos, por lo que se
considera un TDS 46, XX y en los casos 46, XY se observa pseudopubertad
precoz con aparicién temprana de caracteres sexuales secundarios como

resultado de un exceso de andrégenos (Li-Qiang y cols, 2008).

La HSC por deficiencia de 11B—hidroxilasa es la segunda causa de HSC
abarcando el 5% de los casos (John M y cols, 2009), con una incidencia de 1
en 100,000 nacimientos (Wilson J y cols, 1998). En los judios Moroccan esta
deficiencia tiene una incidencia de 1 en 5,000 nacimientos y se ha reportado
que la mutacién R448H es la mas frecuente en esta poblacion (Li-Qiang vy
cols, 2008, Paperna Ty cols, 2005). Hasta la fecha no existe una estadistica o
mutaciones especificas reportadas en la poblacién mexicana.

En las dos familias presentadas en este trabajo, los pacientes afectados
(familia 1, pacientes 1ll.3 y [lIl.10 y familia 2, paciente Il.1) presentaron
hipertension arterial; en los pacientes con cariotipo 46, XX se presento
ambigledad genital con datos de virilizacién, mientras que en el caso Il.1 con
cariotipo 46, XY, se observd pseudopubertad precoz. Con respecto a la talla,
es importante mencionar que los pacientes en etapa infantil (111.10 de la
familia 1 y I.1 de la familia 2) se presentaron con talla mayor a la percentila
97, y que el paciente que llegd en edad adulta (Ill.3 de la familia 1) presenté
talla por debajo de la percentila 3, lo que nos habla del aumento importante
en la talla durante la infancia por el exceso de andrégenos y el subsecuente
cierre prematuro de las epifisis que limita el crecimiento normal.

El caso I.1 de la familia 2 se presentd en la consulta con datos de virilizacidon

e hipertension arterial por lo que fue prioridad descartar la presencia de un
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tumor adrenal (Riveiro R y col, 2000). Una vez desechada esta posibilidad se
pensé en la deficiencia de 11p—hidroxilasa.

En ambas familias la genealogia confirmd el patrén hereditario autosémico
recesivo.

Los datos de laboratorio fueron compatibles con lo esperado para el bloqueo
enzimatico y en estos casos el diagndstico clinico inicial en el departamento
de Genética y Endocrinologia fue el de hiperplasia suprarrenal congénita por
deficiencia de 11B—hidroxilasa. En todos los casos el diagnéstico clinico fue
corroborado con estudio molecular del gen CYP11B1. En el caso Il.2 de la
familia 2, se realizé diagnodstico prenatal y se inicid oportunamente el
tratamiento, actualmente el paciente no presenta datos de virilizacion ni
elevacioén de la presion arterial.

Existen alrededor de 68 mutaciones reportadas en la literatura; las dos
mutaciones encontradas en las familias 1 y 2 no han sido previamente
reportadas.

La porcion sulfhidrilo de Cys450 en P450c11 compone el quinto sitio de
coordinacién de la zona de unidn al hierro. Este residuo se encuentra
altamente conservado en el sistema del citocromo P450, y los péptidos
cercanos también se encuentran conservados. Se ha visto que mutaciones de
sentido equivocado cerca de esta region llevarian a pérdida de la actividad
enzimatica de 11B3—hidroxilasa (Li-Qiang y cols, 2008). Por lo tanto, podemos
suponer que la mutacion P442L, tiene el mismo efecto antes mencionado.

Las inserciones pueden causar alteraciones en la transcripcion del DNA

(cambio en el marco de lectura) y afectar la produccién de RNAm vy de la
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proteina (Li-Qiang y cols, 2008). También se puede suponer que la mutacién

encontrada en la familia 2 tiene este mismo efecto.

La HSC por deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa es una causa poco

frecuente de hiperplasia suprarrenal y las mutaciones descritas causan

deficiencia aislada o combinada de P450c17. Clinicamente se caracteriza por
presentar hipertensiéon, hipokalemia, ausencia de caracteres sexuales
secundarios y amenorrea primaria en los individuos 46, XX, mientras que los
individuos con cariotipo 46, XY son considerados dentro del grupo de TDS
46,XY antes denominados pseudohermafroditas masculino, ya que de
acuerdo a la actividad enzimatica residual presentan diversas alteraciones en
la virilizacién y ausencia de desarrollo puberal (Brooke A y cols, 2006). En los
pacientes estudiados, 4 tuvieron cariotipo 46, XY y sdlo uno tuvo cariotipo
46, XX. Todos los casos presentan amenorrea primaria y falta de desarrollo
de caracteres sexuales secundarios.

El caso 1.5 de la familia 3 fue ingresado al servicio de Medicina Interna por
presentar una crisis de hipokalemia que llevd a paralisis en los miembros
inferiores; durante su estancia hospitalaria se integré el diagndstico inicial de
Hipertensiéon arterial sistémica con probable Sindrome de Bartter por las
alteraciones electroliticas encontradas. Se interconsulté al servicio de
Genética para realizar un diagnodstico integral y sumando el antecedente de
amenorrea primaria con la exploracién fisica donde observamos infantilismo
sexual e hipertensioén, se sospechd una alteracion de la glandula suprarrenal
por lo que se solicitd cariotipo y estudio molecular para secuencias del

cromosoma Y, las cuales fueron positivas. Con estos datos se llegd al
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diagndstico de hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de 17a-
hidroxilasa/17,20-liasa y fue corroborado por medio del estudio molecular.
Los casos I11.13 de la familia 4 y 1.5 de la familia 5 se presentan a la consulta
por amenorrea primaria, infantilismo sexual e hipertensién; el caso II.7 de la
familia 5 no ha presentado elevacién de la presidon arterial pero tiene el
antecedente de la hermana afectada por lo que en los casos se sospecha el
diagndstico de HSC por deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa.

En la familia 6 el diagndstico inicial fue de DGP 46, XY sin embargo después
de la laparoscopia se presentd HTAS por lo que se sugirié el diagndstico de
hiperplasia suprarrenal por deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa. En
todos los casos el diagndstico fue corroborado mediante estudio molecular.
Hasta el momento se han reportado cerca de 72 mutaciones en la literatura y
las encontradas en nuestras familias nunca han sido reportadas.

La mutacion S246X encontrada en las familias 3 y 4 es una transversion que
genera un codon de alto prematuro, truncando la proteina y de esta manera
disminuyendo su funcion. Debido a que sdlo una de las pacientes presento
crisis hipokalémica en la edad adulta, podemos suponer que existe cierta
actividad residual de la enzima.

En la familia 6 el estudio molecular demostré una mutacién heterocigoto
compuesto, K110X/R362, que no ha sido reportada. EL coddon de alto
prematuro en K110X generd una pérdida de 399 aminodcidos, dejando
posiblemente, una proteina truncada de 109 aminoacidos sin actividad
enzimatica. La sustitucion de arginina por histidina en la posicion 362 en la
mutacion R362H esta localizada en un espacio tridimensional contiguo al

extremo carboxilo terminal de la proteina. Este sitio tiene 2 importantes
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funciones: es critico para la unidon del grupo hemo y juega un papel
estructural en el mantenimiento del dominio de plegamiento. R362 es parte
del motivo ExxR en el extremo C-terminal de la hélice K, un motivo
conservado en todas las enzimas del citocromo P450 conocidos (Costa-Santos
M vy cols, 2004; Wong GS y cols, 2007). El analisis de inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia orientan a pensar que el alelo con el codén de alto
genera una proteina pequena e inestable que no se traduce, y también
sugieren que la sustitucion de sentido equivocado no sdlo tiene un impacto
negativo en la funcion de la proteina, sino que también afecta la estructura
de la proteina, al alterar el dominio de plegamiento y favoreciendo la
degradacion de la proteina.

Es importante destacar que las familias 1, 3, 4 y 5 provienen de comunidades
endogamicas para las enfermedades diagnosticadas. Es por esto que
podemos suponer que existe un efecto fundador.

En la literatura se encuentran reportadas mutaciones especificas para
diferentes poblaciones étnicas alrededor del mundo, y en todas se sospecha

la presencia de un efecto fundador (Yang J y cols, 2006).

La deficiencia de 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tiene un espectro
clinico muy variable, que va desde la forma perdedora de sal con o sin
ambigledad de genitales, la variedad no perdedora de sal con ambigliedad
de genitales y/o pubarca prematura en jovenes, hasta hirsutismo vy
alteraciones menstruales en mujeres adultas (Mermejo L y cols, 2005).

Dentro del abordaje de las pacientes con hiperandrogenismo idiopatico esta
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indicada la busqueda de formas no clasicas de HSC. En la literatura se
menciona que del 2-5%, segun la poblacidn, presentan una forma tardia no
clasica de HSC caracterizada por hiperandrogenismo y Sindrome de ovarios
poliquisticos (Willenberg H y cols, 2008). Dado el espectro clinico tan variable
de la deficiencia de 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, decidimos estudiar
la frecuencia de esta deficiencia en nuestra poblacion de pacientes
hiperandrogénicas con SOP.

Todas las pacientes estudiadas presentaban datos de hiperandrogenismo
como hirsutismo, irregularidades menstruales, dismenorrea y acné.

Después de secuenciar los 4 exones del gen HSD3B2 no se encontrd ninguna
alteracion. Por lo tanto, podemos deducir que la deficiencia de 3[3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa no pareceria ser una causa de

hiperandrogenismo y SOP en nifias mexicanas.
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CONCLUSIONES

Se realizd estudio molecular de las formas no clasicas de HSC en 9 pacientes

provenientes de 6 familias distintas.

En los casos con deficiencia de 113—hidroxilasa, las caracteristicas  clinicas y
los valores de laboratorios corresponden con los datos reportados en la
literatura, lo que facilitd el diagndstico clinico. En todos los pacientes el
estudio molecular corrobord el diagndstico y las mutaciones  identificadas

especificas no han sido previamente reportadas.

Se estandarizo la técnica de extraccion de DNA de amniocitos con el fin de

poder realizar diagndstico prenatal molecular en el Servicio de Genética.

En las pacientes con deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa el abordaje y
diagndstico presentd complicaciones, independientemente de los datos
clinicos, el primer diagnéstico fue otro. En la familia 3 se sospechd en
Sindrome de Bartter y en la familia 6 se diagnostico6 DGP. El abordaje
multidisciplinario y el estudio molecular corroboraron el diagndstico de

manera definitiva.

La experiencia adquirida permitio integrar un diagndstico rapido en la familia
4vy5.

Las mutaciones encontradas tampoco han sido reportadas en la literatura.

57



Las mutaciones identificadas en este trabajo y el antecedente de la
procedencia de las familias, sugiere un efecto fundador en los estados de
Oaxaca y Chiapas para la deficiencia de 11B-hidroxilasa y 17a-

hidroxilasa/17,20-liasa.

La deficiencia de 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa no es una causa de

hiperandrogenismo en las mujeres de nuestra poblacion.

El trabajo conjunto con los servicios de Medicina Interna y Endocrinologia

permitié un mejor conocimiento de estas patologias.

El presente trabajo permitid implementar y unificar el abordaje, se
establecieron lineamientos diagndsticos y de manejo que seran aplicados en
el futuro a los pacientes que lleguen al Hospital General de México con la

sospecha de las formas no clasicas de hiperplasia suprarrenal congénita.
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GLOSARIO

Alelo: forma alterna de un gen.

Amniocentesis: procedimiento usado en diagndstico prenatal en el que se
obtiene liguido amnidtico que contiene células de origen fetal para
cultivarlas y analizarlas. Se obtiene introduciendo una aguja a través de la

pared abdominal y el Utero hasta llegar al amnios.

Biopsia de vellosidades coridnicas: procedimiento usado en diagndstico
prenatal entre las 8 y 10 semanas de gestacion para analisis de tejido fetal
obtenido de vellosidades del corion, ya sea transcervical o transabdominal,

por guia ultrasonografica.
Cariotipo: constitucion cromosémica de un individuo.

Codon: triplete de bases en la molécula de DNA o RNA, que codifica para un

aminodacido.

Consanguinidad: relacionados por un ancestro comun. Relacidn de sangre

entre dos personas.
DGP: disgenesia gonadal pura.

Dominio: regidon en la secuencia de aminodacidos de una proteina que puede

ser designada con cierta funcion.
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Efecto fundador: elevacion de la frecuencia de un alelo mutado en una
poblacién fundada por un grupo pequefio en el que alguno de ellos era

portador del alelo mutado.
Exon: fraccion del RNA nuclear heterogéneo que forma el RNAm.

Gen: secuencia de nucledtidos necesaria para general al menos un producto

funcional.

Genotipo: constitucidon genética de un individuo; alelos presentes en un

locus.

Heterocigoto compuesto: individuo o genotipo con 2 alelos diferentes

mutados en el mismo locus.
HSC: Hiperplasia suprarrenal congénita.

Homocigoto: individuo o genotipo con alelos idénticos en un determinado

locus en un par de cromosomas homalogos.

Intréon: fraccion del RNA nuclear heterogéneo que no forma parte del

transcrito maduro.
Locus: lugar que ocupa un gen en un cromosoma.
Mutacion: cualquier cambio heredable en la secuencia de DNA.

Oligonucledtido: molécula pequefia de DNA (usualmente de 8-50 pares de
bases) que se sintetiza para usar en la PCR.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa. Técnica en la que una secuencia
pequena de DNA o RNA es amplificada usando 2 oligonucledtidos que
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flanquean la regién en ciclos repetidos con sintesis de DNA por una
polimerasa.

SOP: Sindrome de ovario poliquistico. Desorden endocrino causado por
desbalance hormonal. Debe cumplir dos de estos tres criterios:
oligoovulacién o anovulacién, exceso de actividad androgénica, ovarios
poliquisticos (visualizados por ultrasonido ginecoldgico).

TDS: trastorno de la diferenciacion sexual.
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