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ANTECEDENTES

HISTORIA

En 1563 el anatomista italiano Bartolomeo Eustaccio identifico la glandula
suprarrenal, lo que permitié el acumulo de conocimiento que constituyen la base
actual para el diagnédstico y el manejo de la hiperplasia suprarrenal congénita. En
el siglo XIX Adisson publicé la descripcidon de la insuficiencia suprarrenal. En 1865
el anatomista De Crecchio describié el aumento del tamaho de la glandula
suprarrenal, asociado a hiperplasia suprarrenal congénita (HSC). Reichstein y
Kendall ganaron el premio nobel en 1930 por su contribucion en el conocimiento
de los esteroides suprarrenales. La cortisona fue utilizada por primera vez en
1950, para tratar la hiperplasia suprarrenal congénita. En 1965 se estudio el rol del
citocromo P450 en la 21-hidroxilacion y en 1980 se clonaron la mayoria de los

genes de las enzimas esteroidogénicas (1).

GLANDULA SUPRARRENAL

La corteza suprarrenal se forma durante la cuarta semana de gestacion del epitelio
celdomico. Hasta la sexta semana de gestacion, se vuelve funcional (1).

La corteza suprarrenal es el lugar donde se producen los tres tipos de hormonas
esteroideas: mineralocorticoides, glucocorticoides y andrégenos. La corteza se
divide en tres zonas, las cuales se diferencian por el tipo celular y la funcién que
realizan, ya que cada una es distinta debido a las enzimas requeridas para la
produccion de las hormonas. En zona glomerular (externa) se produce la
aldosterona (el mas potente mineralocorticoide), la cual esta regulada por el
sistema renina/angiotensina. En la zona fascicular (media) se produce el cortisol,
bajo el efecto de ACTH. En la zona reticular (interna) se produce Ila

dihidroepiandrosterona, precursora de los esteroides sexuales (2).



La proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR) es esencial para el

transporte del colesterol al interior de la mitocondria (1,2) (Figura 1).
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Figura 1. Corteza suprarrenal y esteroidogénesis.

El cortisol es una hormona esteroidea producida por la glandula suprarrenal, bajo
el estimulo de la hormona adrenocorticotropica (ACTH). La sintesis de los
esteroides suprarrenales estd regulada por una retroalimentacion negativa, de
todas las hormonas esteroideas producidas por las glandulas suprarrenales, el
cortisol es la unica que ejerce una retroalimentacion significativa sobre la
secrecion de ACTH (3).

Se requiere de cinco enzimas para la sintesis de cortisol a partir del colesterol (3).

HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA
La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) es uno de los trastornos metabdlicos
hereditarios mas comunes y se asocia con una morbilidad y mortalidad

significativa en los nifos afectados. Es un grupo de trastornos con herencia



autosdmica recesiva causados por mutaciones en los genes que codifican para las
enzimas responsables de la esteroidogenesis, lo que provoca la incapacidad de la
corteza suprarrenal de producir cortisol, y como resultado hay una
sobreproduccién de los precursores (2,4).

Las manifestaciones clinicas no solo se deben a la falta de sintesis de cortisol u
otras hormonas esteroideas, si no, al acumulo de sus precursores, los cuales
pueden utilizar vias metabdlicas alternas, principalmente la via de los andrégenos
(3).

Cada defecto enzimatico produce un perfil hormonal y un cuadro clinico diferente
(3).

Las formas mas frecuentes de hiperplasia suprarrenal son la hiperplasia
suprarrenal congénita por deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa, en el 95% de los
casos, y la hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de la enzima 11B-
hidroxilasa, en el 3% de los casos. Estas enzimas se encuentran exclusivamente
en las glandulas suprarrenales. En ambas formas, se produce un aumento en la
cantidad de androgenos. Las otras formas de hiperplasia suprarrenal congénita, se
deben a deficiencia en las enzimas 3-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17 a-
hidroxilasa y StAR, las cuales se encuentran en las glandulas suprarrenales y en
las gbénadas, lo cual provoca una disminucion en la sintesis de cortisol y

testosterona (3,5).

Déficit de 21-hidroxilasa (P450c21)

La hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa es
la forma mas comun de las hiperplasias suprarrenales, se presenta en el 90-95%
de los casos (6).

A nivel mundial, la incidencia se estima en 1 por cada 14,199 para recién nacidos

homocigotos, 1 en 60 para heterocigotos, y una frecuencia génica de 0.0083. La



incidencia de las formas no clasicas es de 1 en 27 para Judios Ashkenazi, 1 en 53
para Hispanos, 1 en 333 para Italianos y 1 en 1000 para otros caucasicos. Estos
datos sugieren que mas del 1% de la poblacion mundial es portadora heterocigota
del alelo mutado de la forma no clasica (3).

Fisiopatologia

La deficiencia de la enzima citocromo P450c21 (CYP21A2), limita la
esteroidogénesis de las reacciones catalizadas por el citocromo P450c17
(CYP17A1) y por el citocromo P450c11b (CYP11B17). Niveles bajos de cortisol
tienen como resultado una elevacion de los niveles de ACTH y ninguno de los
precursores 21-desoxiesteroides pueden sustituir al cortisol como glucocorticoide.
Los mineralocorticoides enddgenos son esteroides 21-hidroxilados, por lo que la
produccion de aldosterona también se ve afectada, debido a la ausencia de 11-
desoxicorticosterona, a pesar de la presencia de la enzima aldosterona sintasa
(P450c11AS, CYP11B2). Debido a la deficiencia de glucocorticoides vy
mineralocorticoides, los recién nacidos son propensos a deplecion de volumen
secundario a la pérdida de sodio. Como en otras formas de insuficiencia renal,
pueden desarrollar hiperkalemia, hiponatremia, hipoglicemia e hipotension, si no

se diagnéstica, ni se trata de manera temprana (Figura 2) (7).
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Figura 2. Deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa.

Gen CYP21A2

La enzima 21-hidroxilasa es codificada por el gen CYP21AZ2, localizado en el
cromosoma 6p21.3, en la region Il del complejo mayor de histocompatibilidad. En
este mismo locus se encuentra el pseudogen CYP21A1P el cual es idéntico al gen
CYP21AZ2 en el 98% de su secuencia (5,3,8).

A 30 kb del gen CYP21AZ2y del pseudogen, en tandem, se encuentran tres genes
(serinal/treonina cinasa RP, complemento C4 (C4A y C4B) y TNX tenascina), con
los cuales forma un moédulo denominado RCCX (RP-C4-CYP21-TNX), el cual
muestra una alta homologia entre los genes funcionales (RP1, CYP21A2y TNXB)
y sus pseudogenes (RP2,CYP21A1Py TNXA) lo que ocasiona conversion génica,
deleciones y duplicaciones, por recombinacion homodloga, lo cual inactiva los

genes funcionales (Figura 3) (9,10).
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Figura 3. Representacion del médulo RCCX.

Mas de 200 mutaciones en el gen CYP21A2, se han reportado, y
aproximadamente 10 mutaciones son comunes en el 90% de los pacientes. Mas
del 90% de las mutaciones son causadas por conversion geénica, en la cual se
transfieren segmentos del pseudogen al gen funcional (Figura 4), o por
entrecruzamiento desigual (3,9)

Aproximadamente el 70-75% de los casos de hiperplasia suprarrenal congénita
por déficit de 21-hidroxilasa, se deben a microconversiones de las mutaciones de
CYP21A1P a CYP21A2. El 20 % de los casos son secundarios a un
entrecruzamiento desigual durante la meiosis, lo cual genera deleciones de 30kb,
que abarcan el extremo 3" del psegudogen CYP21A1P, la totalidad del gen del
complemento C4B adyacente y el extremo 5°del gen CYP21AZ, lo que origina
quimeras no funcionales de CYPZ21ATP/CYP21A2 y TNXA/TNXB . El 1-2%
restante son mutaciones de novo (8,10).

Aproximadamente el 95% de las mutaciones del gen CYP21A2, se encuentran
dentro de tres categorias: 1) el 65-70% son mutaciones deletéreas (deleciones o
mutaciones sin sentido), las cuales inhiben la actividad enzimatica y estan

asociadas a la forma clasica perdedora de sal (In2G [IVS-13 A/C->G (28%)],



p.1172N (9%), p.V281L (9%), p.Q318X (4%), p.R356W (4%), cluster del exén 6
[p.1235N, p.V236E, p.M238K (4%)], p.G110fx21 (3%), p.P30L (2%), and
p.L307fx15 (1%), 2) mutaciones que permiten el 1-2% de la actividad enzimatica,
las cuales estan relacionadas con una produccion adecuada de aldosterona y por
lo tanto con la forma clasica, virilizante simple,3) mutaciones que permiten el 20-

50% de la actividad enzimatica y estan asociadas frecuentemente a las formas no

T insertion
SWform

clasicas (6,9).
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Figura 4. Mutaciones en el gen CYP21A2. Las mutaciones que se encuentran dentro de los

cuadros blanco, se encuentran en el pseudogen CYP21A1P.

Otros rearreglos cromosomicos como duplicaciones de CYP21A2 + C4B o
CYP21A1P + C4B y deleciones de CYP21A2P + (4B, pueden originarse del
entrecruzamiento desigual, aunque estas alteraciones no causan hiperplasia

suprarrenal congénita (11).

La enzima 21-hidroxilasa es un enzima microsomal del citocromo P450, la cual
convierte la progesterona a deoxicorticosterona (DOC) y la 17a
hidroxiprogesterona (17-OHP) a 11-deoxicortisol, en la zona glomerular y
fascicular, de la corteza suprarrenal, respectivamente. La zona glomerular y

fascicular, son los sitios primarios de expresion del gen CYP21 (3).
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Heterocigotos
Los pacientes heterocigotos para cualquier mutacion de los genes relacionados
con la via esteroidogénica, son clinicamente normales, sin embargo, presentan

deficiencia parcial de las enzimas involucradas (3).

Manifestaciones clinicas
Se divide en dos grupos: Clasica y no clasica (3).

e Forma clasica

El exceso de andrégenos provoca ambigiedad genital en las mujeres afectadas.
El grado de virilizacidon es variable y se clasifica de acuerdo a la escala de Prader

(Tabla 1 y Figura 5) (3,12).

Tabla 1. Escala de Prader.

Prader 1 Hipertrofia de clitoris

Prader 2 Hipertrofia de clitoris, fusién parcial de labios menores

Prader 3 Hipertrofia de clitoris, fusion total de labios menores, seno
urogenital.

Prader 4 Hipertrofia de clitoris con apariencia de micropene, fusion total de

labios mayores e hipospadias.

Prader 5 Hipertrofia de clitoris con meato uretral en punta de clitoris.

Apariencia completa de genitales masculinos.

11
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Figura 5. Escala de Prader.

Los recién nacidos femeninos pueden ser confundidos como masculinos, sin
embargo, a la exploracién no se palpan gbénadas. Los genitales internos son
normales (ovarios, trompas de Falopio y utero) y tienen un cariotipo 46,XX. Los
recién nacido masculinos generalmente no tienen compromiso a nivel genital, solo
hiperpigmentacion (3).

La forma clasica de la Hiperplasia suprarrenal congénita por deficiencia de la
enzima 21-hidroxilasa se caracteriza por disminucion en la secrecidon de cortisol y
aldosterona, y un aumento en la secrecion de andrégenos (3).

Esta forma, se divide en: perdedora de sal y virilizante simple.

La forma perdedora de sal, es la expresibn mas severa de la enfermedad, se
presenta en el 75% de los pacientes y se caracteriza por crisis de pérdida salina,
en las primeras semanas de vida, asociada a una virilizacion prenatal. La pérdida
salina es secundaria a una produccién insuficiente de aldosterona. Los sintomas
incluyen: pérdida de peso, de apetito, deshidratacion, vomito, diarrea y retraso en
el desarrollo (3,5).

La forma virilizante simple corresponde al 25% restante, de los pacientes

afectados, estos pacientes producen niveles residuales de aldosterona, por lo que

12



las crisis hiponatremicas no forman parte de sus cuadro clinico, s6lo presentan
datos de virilizacion (3).
La progresion de la enfermedad provoca una mayor virilizacion (pesudo-pubertad

precoz y edad 6sea mayor a la edad cronoldgica) (3).

 Forma no-clasica

La forma no-clasica se debe a una deficiencia parcial de la enzima 21-hidroxilasa,
lo cual ocasiona cuadros clinicos de presentacion tardia, hiperandrogenismo leves
y algunos pacientes pueden ser asintomaticos. Los signos clinicos (pubarca
prematura, talla alta, edad 6sea mayor a la edad cronolégica, menstruacion
irregular, infertilidad, hirsutismo, alopecia, ovario poliquistico y acné) se presentan
en la infancia tardia, adolescencia o posterior a la pubertad (3).

Las formas asintomaticas, también conocidas como formas cripticas, usualmente
se diagnostican al estudiar familias con deficiencia de 21-hidroxilasa, clasica. Los
pacientes presentan el mismo perfil hormonal que los pacientes con la forma no-

clasica, que presentan sintomas (5).

Diagnéstico

El tamiz neonatal es una herramienta que ayuda a identificar a la mayoria de los
casos de hiperplasia suprarrenal congénita. Consiste en obtener una muestra de
sangre, en papel filtro, entre los dias 3 y 4 posteriores al nacimiento, esto con la
intencion de disminuir los falsos positivos, por la elevacion fisioldégica de los
niveles de 17-OHP. Se miden los niveles de 17-OHP mediante técnicas de
inmunoensayo y los niveles por arriba de la percentii 97 son considerados

anormales. Existe una alta tasa de falsos positivos. El valor predictivo positivo del
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tamiz neonatal es menor al 1%, lo cual significa que por cada 100 muestras
positivas, solo 1 sera una hiperplasia suprarrenal congénita (13, 14,15).

El diagnédstico se confirma mediante la medicién de 17-hidroxiprogesterona sérica,
por cromatografia liquida con espectrometria de masas, y/o el test mediante
estimulacién con hormona adrenocorticotropica (ACTH) Los niveles normales, en
neonatos, de 17-OHP son de 3 a 6 nmol/l (10-20 ng/ml). Niveles mayores de 100
ng/ml estan relacionados con la forma clasica perdedora de sal y mayores de
1,000 ng/ml, con la forma virilizante simple. Los niveles de 17-OHP en la forma no
clasica, pueden ser normales. Posterior a la infancia, valores basales a las 8 a.m.
entre 2 y 100 ng/ml o valores entre 10-100 ng/ml después de la estimulacion con
ACTH, sugieren el diagnostico de hiperplasia suprarrenal congénita no clasica
(3,14).

La prueba de estimulacion con ACTH consiste en determinar la basal de 17-OHP.
Se administra 250 g/m? de ACTH y miden los niveles de 17-hidroxiprogesterona a
los 60 minutos. La prueba es positiva cuando los valores superan los 15 ng/ml
posterior al estimulo. En caso de que los valores estén entre 10-15 ng/ml se debe

repetir la prueba o realizar estudio molecular (15).

Los niveles de aldosterona y renina en plasma, no son de ayuda en la etapa
neonatal, debido a que normalmente se encuentran elevados durante este
periodo. Posteriormente pueden ser de ayuda para diferenciar las formas
perdedoras de sal, de las virilizantes simples (14).

La 17-OHP puede estar elevada en otros tipos de hiperplasias suprarrenales
congénitas, como aquellas por déficit de 11B-hidroxilasa y 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa. El cuadro clinico junto con la medicion de los precursores

esteroideos (17-OHP, cortisol, deoxicorticosterona, 11-desoxicortisol, 170OH-

14



pregnenolona, y androstenediona), previa a la estimulacion con ACTH, pueden
ayudar a distinguir entre estas formas de HSC (13).

La testosterona se encuentra elevada en los hombres pre-puberes, hay que
considerar que la mini pubertad fisiolégica se presenta entre los 2 y 6 meses de
vida y en el varon normal puede acompafarse transitoriamente de niveles
elevados de testosterona, sin traduccion clinica. En las mujeres la testosterona se
encuentra elevada durante todas las etapas de la vida. Los niveles de cortisol, son

bajos (3,15).

Diagndstico molecular

Existen varias técnicas para el analisis molecular del gen CYP21AZ2, basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como la PCR con sondas alelo
especificas y la secuenciacién directa. La secuenciacion Sanger es el estandar de
oro para la deteccibn de mutaciones puntuales y variantes pequenas, en la
secuencia (indels), sin embargo, rearreglos grandes del gene, no pueden ser
detectados. La técnica Southern blot ha sido utilizada para la deteccion de
grandes deleciones y conversiones del mdédulo genético RCCX, el inconveniente
de esta técnica es el tiempo que tarda en realizarse, que utiliza sondas
radioactivas y una gran cantidad de ADN, ademas tiene limitaciones para detectar
los genes quiméricos incluyendo CYP21ATP/CYP21A2 y TNXA/TNXB.
Recientemente se ha utilizado la ligacion multiple dependiente de sonda (MLPA)
para el analisis molecular del gen CYP21AZ2, debido a que es una técnica que
permite facil y rapidamente detectar variantes en el numero de copias y la
identificacion de genes quiméricos, y a su alta sensibilidad para detectar

deleciones, duplicaciones y conversiones, aunque puede tener falsos positivos

15



debido a la presencia de mutaciones y polimorfismos en el sitio de ligacion de la

sonda, lo que evita la hibridacion (10).

El kit comercial SALSA MLPA que se utiliza, es el P050-B3 CAH (MRC-Holland),
esta disenado para detectar deleciones, duplicaciones y conversions en los genes
CYP21A2, C4, y TNXB, del locus 6p21.3. Este kit contiene 5 sondas para el gen
CYP21A2 (exones 1, 3, 4, 6 y 8), sondas para la delecion de 8 pb, 172N, cluster
del exon 6, y la mutacion Q318X. También contiene sondas especificas para el
geseudogene CYP21A1P, tres para el gen TNXB, una para el gen C4Ay una para
C4B, una sonda para el gen ATF6B localizado en la region g-telomerica de TNXB,
otras dos sondas localizadas en el cromosoma 6p21.3, una sonda especifica para
el cromosoma Y, y otras 16 sondas de referencia (Tabla 2) (16,17).

Tratamiento

Todos los pacientes con hiperplasia suprarrenal congénita clasica, por déficit de
21-hidroxilasa, asi como los sintomaticos de las formas no clasicas, deben ser
tratados con glucocorticoides con la finalidad de suprimir el exceso de secrecion
de la hormona liberadora de corticotropina, ACTH y reducir el exceso de
esteroides sexuales de origen adrenal. La hidrocortisona es el tratamiento mas
fisiologico al tener una potencia superponible a la del cortisol endégeno; ademas,
por su corta vida bioldgica, minimiza la afectacién sobre el crecimiento y sobre
otros efectos adversos. Ninguna pauta consigue un tratamiento sustitutivo ideal, ya
gue no se consigue reproducir la relacién entre los pulsos de cortisol y ACTH, que
en condiciones normales inhibirian la secrecion de ACTH. La dosis diaria total ha
ido variando; actualmente se proponen dosis de 15 mg/m2/dia, de hidrocortisona,
pero puede variar en funcion de la edad y estadio puberal del paciente; durante la

pubertad puede ser necesario subir la dosis hasta 20 mg/m2/dia (5,18).
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Tabla 2. SALSA MLPA P050-B2 CAH

Los neonatos son tratados habitualmente con una dosis de 5 mg/dia dividido en
tres dosis, que supone aproximadamente una dosis de 25 mg/m2/dia; las dosis
suprafisiolégicas administradas en el neonato son necesarias para suprimir
adecuadamente los andrégenos suprarrenales y minimizar la posibilidad de

desarrollar una insuficiencia suprarrenal. Adolescentes mayores y adultos pueden
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ser tratados con dosis moderadas de prednisona (5-7,5 mg/dia o 6 mg/m2/dia) o
dexametasona (0,25-0,5 mg/dia o 0,3 mg/m2/dia) que no excedan el equivalente
de 20 mg/m2/dia de hidrocortisona. Un tratamiento excesivo y precoz con GC
(dosis de hidrocortisona > 20-25 mg/m2/dia) es potencialmente nocivo para el
crecimiento. En los pacientes con HSC no clasica sintomatica esta indicado iniciar
tratamiento en dosis bajas, generalmente a la mitad de dosis que en las formas

clasicas (5).

Los pacientes con pérdida salina requieren la administracion de un
mineralocorticoide. El mas utilizado es la 9-a-fluorhidrocortisona, habitualmente a
una dosis de 0,05-0,2 mg/dia dividido en dos o tres dosis. Se requieren
suplementos de cloruro de sodio (1-2 g por dia) durante el primer afo de vida. La
dosis de mantenimiento es de 70-90 ug/m2/dia. Aunque los pacientes con la forma
virilizante simple secretan una cantidad adecuada de aldosterona y no tienen crisis
de pérdida salina necesitan tratamiento, ya que presentan cifras elevadas de
renina. El control adecuado de los niveles de renina ayuda a la supresion

adrenocortical y a reducir la dosis necesaria de glucocorticoides (18).

Tratamiento prenatal

En madres gestantes de un feto con riesgo de tener HSC se debe iniciar el
tratamiento con el fin de reducir la virilizacion femenina y por tanto la necesidad de
cirugia reconstructiva. Debido a que los genitales externos son virilizables desde la
octava semana de gestacion y el diagnéstico por biopsia de vellosidades
coridnicas se puede realizar a partir de la semana 12 de gestacion y por
amniocentesis hasta la semana 15, el tratamiento debe iniciarse en forma empirica
tan pronto como se confirme el embarazo. Una vez se realice la biopsia o

amniocentesis y se confirme o descarte la enfermedad, se decide si continuar o no
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con el tratamiento. Cerca de 85% de los fetos de sexo femenino que reciben
terapia nacen con genitales normales o con una leve virilizacion segun la escala
de Prader. El medicamento de eleccion es la dexametasona ya que esta escapa
de la inactivacién por la 11-hidroxiesteroide deshidrogenasa placentaria tipo I,
permitiendo su paso transplacentario y por tanto, concentraciones terapéuticas
efectivas en el feto. La dosis usada es de 20 pg/k/dia dividido en tres tomas, ya
que una sola dosis al dia no es efectiva para mantener niveles plasmaticos

eficaces durante el dia (8).

Déficit de 11 B-hidroxilasa (P450c11)

El déficit de 11B-hidroxilasa es la segunda forma mas frecuente de HSC y supone
el 3-5% de éstas. La enzima 11 B-hidroxilasa cataliza la conversion de 11-
desoxicortisol y 11-desoxicorticosterona (DOC) en cortisol y corticosterona,
respectivamente; el déficit de 11 B-hidroxilasa provoca disminucién del cortisol y
un aumento de los valores de 11-desoxicortisol y 11-desoxicorticosterona (DOC)
(5,18).

El gen que codifica para la enzima 11 B-hidroxilasa es el CYP11B1, el cual se
encuentra localizado en el cromosoma 8g24.3. Se han descrito mas de 50
mutaciones en este gen, la mayoria son sin sentido o de sentido erréneo. La
mayoria de las mutaciones estan asociadas con la forma clasica (2).

La forma clasica es similar al déficit de 21-hidroxilasa, ya que los precursores
acumulados se dirigen hacia la via de los androgenos, generando un
hiperandrogenismo, difiere en que existe una acumulacion de 11-
desoxicorticosterona y de sus metabolitos con actividad mineralocorticoide, por lo
que los pacientes no presentan pérdidas de sodio, pero desarrollan hipertension.
La forma no clasica es muy rara y comprende la misma sintomatologia que en el

déficit de 21-hidroxilasa (2).
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Diagndstico

El diagndstico hormonal se confirma por un aumento de los valores plasmaticos de
11-desoxicortisol y de 11-desoxicorticosterona, bien basales o tras estimulo con
ACTH. Una fuente de error en el diagndstico del déficit de 11B-hidroxilasa es la
moderada elevacion concomitante de 170HP, aunque siempre menor que la
elevacion de 11-desoxicortisol, que en ocasiones ha llevado a la realizacion de un

diagnostico erréneo de déficit de 21 OH (5,18).

Déficit de 3 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD)

La 3BHSD o A5-A4-isomerasa es una enzima microsomal que cataliza reacciones
de la esteroidogenesis. Existen dos genes que codifican dos isoformas de 3HSD,
HSD3B1 y HSD3BZ2, localizados en el cromosoma 1p12. La enzima 3BHSDA1,
codificada por HSD3B1 se expresa en la placenta, glandula mamaria, higado y
piel. 3BHSD1 se requiere para la produccion de progesterona, por la placenta,
durante el embarazo. Mutaciones en el gen HSD3B1 no se han reportado, ya que
estas causarian abortos espontaneos debido a la falta de sintesis de
progesterona. La enzima 3BHSD2 codificada por el gen HSD3BZ2 se expresa en
las glandulas suprarrenales y en las gdnadas; mutaciones en este gen pueden ser
fatales, si no se diagndstica a tiempo (2).

La hiperplasia suprarrenal congénita por déficit de 3BHSD es una de las formas
poco frecuentes, afecta a la sintesis de todos los esteroides (corticoides,
mineralocorticoides y androgenos), tanto a nivel suprarrenal como gonadal; existe
un defecto en la transformacién de los 3 B-A5 esteroides (pregnenolona, 17 OH
pregnenolona, dihidroepiandrosterona [DHEA] y A5 androstenediol) en A4-3-
cetoesteroides (progesterona, 17 hidroxiprogesterona, androstenediona vy
testosterona respectivamente). La forma clasica se presenta de una manera muy

grave con insuficiencia suprarrenal y pérdida salina. Los recién nacidos
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masculinos presentan subvirilizacién, por defecto de la sintesis de testosterona en
el testiculo fetal. En las mujeres se describe clasicamente la presencia de una
moderada virilizacidon intrautero por acumulacion de DHEA. Se conoce una
variabilidad en su presentacion clinica, tanto en lo que se refiere a la ambigtiedad
genital como a la pérdida salina, que se correlaciona con una diferente afectacion
enzimatica. La forma no clasica es muy poco frecuente (5,18).

Diagnéstico

El diagnostico hormonal se realizara segun el perfil hormonal en el que se observa
una acumulaciéon significativa de los Ab5-esteroides, especialmente de 17 OH

pregnenolona y DHEA (5).

Déficit de 17a-hidroxilasa (P450¢17)

El déficit de 17a-hidroxilasa es una forma muy poco frecuente de hiperplasia
suprarrenal congénita. La enzima 17a-hidroxilasa es una enzima microsomal del
citocromo P450, la cual tiene un papel clave en la orientacion de la pregnenolona y
progesterona hacia las diferentes clases de esteroides tanto a nivel suprarrenal
como gonadal; presenta 2 isoenzimas, la 17a-hidroxilasa y la 17-20 desmolasa (5).
El gen CYP17A1 es el que codifica para la enzima 17a-hidoxilasa, localizado en el
cromosoma 10g24.3. Se han identificado mas de 70 mutaciones (2).

La elevacion de desoxicorticosterona con accidon mineralocorticoide produce
hipertension e hipokalemia. El recién nacido masculino se presenta con
ambigledad genital de grado variable; cuando la afeccién es completa se produce
una ausencia de virilizacion, por lo que presentan fenotipo femenino. El recién
nacido femenino presenta hipertension y ausencia de pubertad (2, 5).

Diagnéstico
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El diagnostico se realiza por los valores descendidos de todos los esteroides
posteriores a la 17a-hidroxilasa y la elevacién de pregnenolona, progesterona,

desoxicorticosterona y corticosterona (5,18).

Hiperplasia suprarrenal congénita lipoidea

Es la forma mas rara y grave de las hiperplasias suprarrenales congénitas. Por
deficiencia de la proteina StAR o P450cc (proteinas reguladora aguda
esteroidogénica), la cual es esencial para el transporte del colesterol al interior de
la mitocondria, provocando una acumulo de colesterol. La proteina StAR es
codificada por el gen STAR, el cual se encuentra localizado en el cromosoma
8p11.2. la proteina se expresa en las glandulas suprarrenales y en las gonadas
(2,5).

En los pacientes con hiperplasia suprarrenal congénita lipoidea existe un déficit
grave de todos los esteroides tanto a nivel suprarrenal como gonadal. Los recién
nacidos afectados presentan genitales externos femeninos por ausencia de
testosterona. En el periodo neonatal inmediato presentan un cuadro grave y agudo

de pérdida salina e insuficiencia suprarrenal (5).

Diagnéstico
Los valores de ACTH y renina estdn muy elevados mientras que todos los
esteroides suprarrenales estan disminuidos y no se incrementan con la

administracion exdégena de ACTH (18).

22



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La Hiperplasia Suprarrenal Congénita es un error innato del metabolismo
frecuente en nuestra poblacion, que cuando se presenta en pacientes con
cariotipo XX resulta en un fenotipo virilizado el cual se puede manifestar con
ambigledad genital, y en su forma perdedora de sal, ademas con crisis

hiponatrémicas.

La necesidad de un abordaje clinico molecular en este tipo de padecimientos es
necesario ya que se requieren herramientas de facil diagnéstico y bajo coste para

su aplicacion en la practica clinica

Muchos de los pacientes con diagndstico clinico de Hiperplasia Suprarrenal

Congénita no cuentan con el diagnostico molecular, lo que limita el asesoramiento

genético, por lo tanto el pronéstico de los pacientes.
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JUSTIFICACION

La Hiperplasia Suprarrenal Congénita es un grupo de entidades clinicas del
metabolismo esteroideo con alta frecuencia en nuestra poblacién. Su diagndstico
oportuno es de gran importancia para evitar complicaciones metabdlicas, es por
esto que su deteccion temprana mediante el tamiz metabdlico se ha
implementado, de gran utilidad principalmente para pacientes con cariotipos 46,
XY, en los que no se observa compromiso genital.

El diagndstico temprano mejorara la respuesta terapéutica y habra menos
complicaciones asociadas.

Es importante la realizaciéon del estudio molecular para caracterizar de forma
apropiada la mutacion, valorar el tipo de mutacion que se trata y con esto otorgar

un asesoramiento genético adecuado para los pacientes afectados.
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OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar mutaciones del gen CYP21AZ2 de pacientes con diagndstico clinico de
Hiperplasia Suprarrenal Congénita clasica mediante el estudio de ligacion multiple
dependiente de sonda (MLPA), y como complemento analisis con Secuenciacion

Sanger.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la frecuencia de mutaciones tipo delecion/duplicaciéon en el gen
CYP21A2 en pacientes que cumplan criterios clinicos de Hiperplasia
Suprarrenal Congénita clasica.

2. Establecer frecuencias de mutaciones puntuales mediante la técnica de
Secuenciacién Sanger.

3. Brindar adecuado asesoramiento genético a los pacientes y familiares

portadores de este tipo de mutaciones del gen CYP21A2.
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METODOLOGIA
DISENO DEL ESTUDIO

El presente trabajo es un estudio de corte transversal, descriptivo y observacional

POBLACION Y TAMANO DE LA MUESTRA.

La poblacion en estudio estd conformada por individuos que acudieron a la

consulta de la clinica de Diferenciacion Sexual del Servicio de Genética del

Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”,

Fueron 43 pacientes con diagnéstico clinico de Hiperplasia Suprarrenal congénita

los que se incluyeron en el estudio, encontrando siete pacientes con HSC clasica y

36 con HSC no clasica.

El tipo de muestreo que se aplicd en este trabajo es el muestreo por conveniencia,

y de casos consecutivos
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CRITERIOS DE SELECCION.
CRITERIOS DE INCLUSION.
1. Individuo con criterios clinicos compatibles con Hiperplasia Suprarrenal
Congénita.
2. Individuos que acepten y firmen el consentimiento informado para la toma
de muestra de sangre periférica.
3. En caso de menores de edad, que los padres otorguen su autorizacion para

la realizacion del estudio molecular.

CRITERIOS DE EXCLUSION.

1. Pacientes que ya cuenten con diagnostico molecular de mutacién en el gen

CYP21A2 caracterizada mediante otra técnica molecular.
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METODOS.
El algoritmo mediante el cual se llevo a cabo el reclutamiento de los pacientes , la

informacion clinica y la prueba molecular, consta de los siguientes pasos:

1. Se recabd informacion sobre pacientes que recibieron consulta de Genética
en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.

2. Se establecié contacto por primera vez con estos pacientes mediante la
consulta en el servicio de Genética, se realizd6 arbol genealdgico para
evaluar la presencia de familiares afectados como parte de la realizaciéon
del expediente clinico, ademas se realiz6 una ficha de criterios clinicos
(Anexo 2), la cual cuenta con datos relevantes para el diagnostico clinico.

3. Se valor6 a los pacientes mediante la exploracion fisica para determinar el
cumplimiento de criterios clinicos compatibles con Hiperplasia Suprarrenal
Congénita.

4. A los pacientes que aceptaron ser parte del protocolo, se les explicé las
bases del estudio de investigacion y se les otorgd el documento de
consentimiento informado para su lectura y la aclaracion de las dudas que
se presentaran.

5. Una vez firmado el Consentimiento Informado, se procede a la toma de
muestra de 10 ml de sangre periférica.

6. A los pacientes menores de edad, el estudio también involucré a los padres
para analizar el estado de portadores.

7. De los 10 ml de sangre periférica se realizo la extraccion-purificacion de
ADN de las muestras a estudiar.

8. Se realizd el estudio del gen CYP271A2 mediante la técnica de MLPA,
electroforesis capilar y analisis de los resultados de cada uno de los

pacientes y sus familiares.
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9. Como complemento se realizd Secuenciacion Sanger tanto a pacientes

con resultado negativo para MLPA como a los familiares de los pacientes

heterocigotos compuestos para detectar mutaciones puntuales del gen

CYP21A2.

METODOS Y TECNICAS.

1.

EXTRACCION DE ADN

Se utilizd un kit comercial para la extraccion de ADN, de la marca Qiagen. El

proceso se realiz6 siguiendo las instrucciones comerciales del kit.

LIGACION MULTIPLE DEPENDIENTE DE SONDA (MLPA).

 Reactivos.

0]

0]

0]

0]

Buffer para MLPA.
SALSA MLPA

Ligasa buffer.

Ligasa 65

SALSA PCR primer mix.
SALSA polimerasa.
Formamida

Agua destilada

» Descripcion de las sondas utilizadas.

0]

SALSA MLPA probemix P050-B3 CAH
Disenada para detectar deleciones/duplicaciones de uno o mas
exones de genes cuyas sondas mencionaremos a continuacion:
= Contiene cinco sondas para el gen CYP21AZ2 (exones 1, 3,4,6
y 8).
= Contiene sondas para las siguientes mutaciones en el mismo
gen: delecion de 8pb, cluster EG, 1172N y Q318.

= Contiene tres sondas especificas para el CYP21A1P.
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» Tres sondas para al gen TNXB.

» Una sonda para en gen C4A.

» Una sonda para el gen C4B.

» Una sonda para el gen ATF6B.

» Dos sondas localizadas en 6p21.3.

» Una sonda especifica del cromosoma Y (UTY).

» Diezy seis sondas de referencia.

Protocolo para una reaccién de MLPA
* Desnaturalizacion del ADN (1 dia)
1. 5uL de ADN (20ng/uL) en tiras de PCR (alternativamente
en placa de 48 para un total de 100 ng de reaccion).
2. Desnaturalizar a 98°C/ 5 minutos y enfriar a 25°C.
» Hibridacion del ADN (dia 1)
1. Homogeneizar por vortexeo las soluciones “MLPA
probemix” y “MLPA buffer.
2. Preparar en MMH (Master Mix de Hibridacion):
3. Homogeneizar el MMH por vortexeo.
4. Tomar 3 uL de MMH para adicionar a cada una de las
muestras desnaturalizadas.
5. Someter a una incubacion a 95°C/1 min y luego a
60°C/16-20 horas.
» Reaccion de ligacion (dia 2)
1. Homogeneizar los dos buffers de ligasa por vortexeo. No
vortexear a la ligasa misma, este procedimiento la inhibe.
2. Preparar el MML (Master Mix de Ligacion).

3. Homogeneizar suavemente el MML por pipeteo.
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4. Después de la incubacion de las muestras a 60°C por el

tiempo antes indicado, incubar a 54°C, al alcanzar esta
temperatura afadir a cada una 32uL de MML y mezclar
por pipeteo.

Continuar la incubacion a 54°C por 15 minutos, luego
inactivar la enzima a 98°C por 5 minutos y detener la
reaccion a 20°C. Guardar los tubos a 4°C (maximo dejarlos

asi hasta una semana).

Reaccién de PCR (dia 2)

1.

Homogeneizar el SALSA PCR primer mix por vortexeo.

2. Precalentar en las manos a la polimerasa durante 10

minutos.

Preparar el MMP (Master Mix PCR).

Homogeneizar el MMP suavemente por pipeteo (mantener
el hielo hasta su uso).

A temperatura ambiente tomar 10 uL de MMp y anadirlos a
cada una de las muestras ligadas. Mezclar por pipeteo
suave.

Correr el siguiente programa de PCR: (95°C por 30
segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 60 segundos)*
35 ciclos; 72°C por 20 minutos y 15 °C por tiempo
indefinido

Cubrir las reacciones con papel aluminio o meterlos en
una caja oscura, gusrdar a 4°C hasta una semana o a -

20°C por mas tiempo.

Electroforesis capilar (dia 3)

1.

Preparar el MC (Mix de Corrida)
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2. Homogeneizar el MC por pipeteo.

3. Colocar en tubos de PCR 15uL de MC y anadir 1uL de
muestra, tomados con punta filtro. Homogeneizar por
pipeteo.

4. Desnaturalizar a 95°C la muestra total (16ulL) durante 5
minutos y al terminar colocar inmediatamente en la placa
congelada.

5. Agregar el contenido desnaturalizado en cada tubo a un
pozo de la placa de electroforesis.

6. Correr las muestras en electroforesis capilar bajo las
siguientes condiciones: temperatura del capilar 50°C por
120 segundos; voltaje de inyeccion de 1.6 kv, tiempo de
inyeccion 30 segundos; tiempo de corrida 60 minutos a
4.8kv.

3. SECUENCIACION SANGER.
Se realizd Secuenciacion Sanger, de acuerdo al protocolo estandar de la

técnica que se utiliza rutinariamente (10).

ANALISIS ESTADISTICO
Se aplicara estadistica descriptiva para establecer frecuencias de mutaciones

detectadas mediante el MLPA y Secuenciacion Sanger.
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RESULTADOS.

1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA MUESTRA.

Se incluyeron un total de 43 pacientes con diagndstico clinico de Hiperplasia
Suprarrenal Congénita, a los cuales se les realizdé estudio de MLPA y de forma
complementaria Secuenciacidén Sanger. Del total de los pacientes incluidos, el
25.58% fueron del sexo de asignacion masculino (n=11) y el 74.41% con sexo de

asignacion femenino (n=32). Figura 6.

SEXO DE ASIGNACION DE INDIVIDUOS
CON HSC

35 32
30
25

20
SEXO DE ASIGNACION DE

15 11 INDIVIDUOS CON HSC

10

MASCULINO FEMENINO

Figura 6. Frecuencia de sexo de asignacién en pacientes estudiados.

El arbol genealégico mostré solamente un caso familiar con dos afectados con
caracteristicas clinicas compatibles con HSC clasica, hermanos, ambos con la
forma virilizante simple, sin embargo no fue posible el estudio del individuo IlI-1 ni

de los padres. Figura 7.
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Figura 7. Arbol genealégico de familia con dos afectados.

2. HALLAZGOS CLINICOS

Del total de los pacientes con diagndstico clinico,
Congénita Clasica se presentd en el 16.28% de los casos (n=7) y el 83.72% (n

= 36) presentd caracteristicas clinicas de Hiperplasia Suprarrenal Congénita no

clasica (Figura 8).

90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

FORMAS CLINICAS DE HIPERPLASIA
SUPRARRENAL CONGENITA

83.72%

B FORMAS CLINICAS DE
HIPERPLASIA SUPRARRENAL
CONGENITA

16.28%

CLASICA NO CLASICA

Figura 8. Frecuencia de formas clinicas de HSC en los pacientes estudiados.
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Los datos clinicos predominantes en pacientes con diagnéstico de HSC clasica

son la ambigliedad genital, crisis hiponatrémicas y talla baja. (Tabla 5).

Tabla 5. Formas clinicas y datos clinicos relevantes en pacientes con diagnéstico

de HSC clasica

NUMERO DIAGNOSTICO CLINICO EDAD SEXODE DATOS CLINICOS

DE (FORMA CLINICA) ASIGNACION OBJETIVOS
PACIENTE

1. Forma perdedora de sal. 21 dias. Femenino Ambigiiedad genital Prader
I11, crisis hiponatrémicas,
insuficiencia suprarrenal.

2. Forma perdedora de sal. 6 meses Femenino Ambigiiedad genital Prader
I1I, crisis hiponatrémicas,
insuficiencia suprarrenal.

3. Forma virilizante simple 22 afios Masculino Hipospadias penoescrotal,
talla baja proporcionada,
presencia de estructuras

miillerianas.

4. Forma perdedora de sal 4 meses Femenino Ambigiiedad genital, crisis
hiponatrémica severa,

5 Forma virilizante simple 12 afios Femenino Punertad precoz,

ambigliedad genital Prader
I, hirsutismo..

6. Forma virilizante simple 3 afios Femenino Hipertrofia de clitoris.

7. Forma virilizante simple 8 afios Masculino Pubertad precoz,
hiperpigmentacion de
genitales.

3. ESTUDIO MOLECULAR MEDIANTE AMPLIFICACION POR LIGACION
MULTIPLE DEPENDIENTE DE SONDA (MLPA) Y SECUENCIACION

Se realizd estudio molecular con la Técnica de MLPA, los resultados fueron
positivos para alteraciones del gen CYP21AZ2 en 4 de 43 pacientes, resultado que

se confirmé al repetir nuevamente el estudio. Tabla 6.
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Tabla 6. Estudio de MLPA en pacientes con diagnostico clinico de HSC clasica.

NUMERO DIAGNOSTICO RESULTADO DEL MLPA
DE CLINICO (FORMA

PACIENTE [

1. Forma perdedorade Delecion del exén 4 al 8
sal.

2. Forma perdedorade  Mutacién [172N
sal.

3. Forma virilizante Delecion de 8 pb, incluye 1172N y delecién del cluster
simple E6 (Q318X)

4. Forma perdedorade  Mutacion heterocigota en [172N/duplicacién en la
sal posicion Q318X

5 Forma virilizante Patrén normal
simple

6. Forma virilizante Patrén normal
simple

7. Forma virilizante Patrén normal
simple

En todos los casos negativos al estudio por MLPA se realiz6 Secuenciacion
Sanger. Los resultados obtenidos mostraron mutaciones puntuales homocigotas
en siete individuos, (16.27%) y 26 polimorfismos previamente reportados del gen
CYP21A2, (60.24%), en el resto de los casos no se observo ningun cambio. Tabla

7.

De los casos positivos para alteraciones del gen mediante MLPA, con

deleciones y duplicaciones todos presentaron un fenotipo severo de la

enfermedad principalmente con déficit de aldosterona y ambigiedad genital.
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Tabla 7. Resultados de Secuenciacion Sanger en pacientes con HSC clasica negativos para MLPA
y pacientes con HSC no clasica.

NUMERO DIAGNOSTICO CLINICO RESULTADO DE SECUENCIACION

DE (FORMA CLINICA) SANGER
PACIENTE

5 HSC CLASICA VIRILIZANTE Mutacion puntual
SIMPLE

6 HSC VIRILIZANTE SIMPLE 5 polimorfismos
7 HSC VIRILIZANTE SIMPLE Una mutacién puntual y un polimorfismo
8 HSC NO CLASICA Patrén normal
9 HSC NO CLASICA Patron normal
10 HSC NO CLASICA Patrén normal
11 HSC NO CLASICA 7 polimorfismos
12 HSC NO CLASICA 3 polimorfismos
13 HSC NO CLASICA 7 polimorfismos
14 HSC NO CLASICA 3 polimorfismos
15 HSC NO CLASICA 8 polimorfismos
16 HSC NO CLASICA 1 polimorfismo
17 HSC NO CLASICA 1 polimorfismo
18 HSC NO CLASICA 2 polimorfismos
19 HSC NO CLASICA 2 polimorfismos
20 HSC NO CLASICA V282 normal
21 HSC NO CLASICA 6 polimorfismos
22 HSC NO CLASICA 3 polimorfismos
23 HSC NO CLASICA 6 polimorfismos
24 HSC NO CLASICA V282 normal
25 HSC NO CLASICA 4 polimorfismos
26 HSC NO CLASICA 2 polimorfismos
27 HSC NO CLASICA 6 polimorfismos
28 HSC NO CLASICA 2 polimorfismos
29 HSC NO CLASICA 2 polimorfismos
30 HSC NO CLASICA 6 polimorfismos
31 HSC NO CLASICA 3 polimorfismos
32 HSC NO CLASICA 6 polimorfismos
33 HSC NO CLASICA 3 polimorfismos
34 HSC NO CLASICA 4 polimorfismos
35 HSC NO CLASICA 2 polimorfismos
36 HSC NO CLASICA 4 polimorfismos
37 HSC NO CLASICA Patron normal
38 HSC NO CLASICA 4 polimorfismos
39 HSC NO CLASICA 2 polimorfismos
40 HSC NO CLASICA Patrén normal
41 HSC NO CLASICA Patrén normal
42 HSC NO CLASICA 4 polimorfismos
43 HSC NO CLASICA Patron normal
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En caso 1 se pudo realizar el estudio de MLPA y Secuenciacion Sanger a los
padres del individuo afectado, se pudo identificar el estado de heterocigoto en los
padres, delecion del exdn 4 al 8 en la madre, detectado por MLPA y el padre con
una mutacion puntual en el intrén 2 (IVS2AS, A/C-G, -13) identificada mediante
Secuenciacién Sanger, determinando de esta forma el estado de heterocigoto

compuesto en el paciente. Figuras 9, 10, 11y 12.
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Figura 9. Grafica del patron de CYP21AZ2 en caso indice, obsérvese en la flecha la delecion de las

tres regiones correspondientes a los exones 4, 6 y 8.
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Figura 10. Grafica del patrén de CYP21A2 en madre del caso indice, obsérvese en la flecha la

delecion de las tres regiones correspondientes a los exones 4, 6 y 8, idéntica a la del probando..
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Figura 11.

mutacion intronica en la cual hay una sustitucion heterocigota de A por G (rs6467).

39



W o — s = T — — NS = N N O = T = T N =

fmmoo@

. o O Sl O W
C C C CC O oG T

Referencia normal Padre
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caso indice, se observa mutacion intrénica en la cual hay una sustituciéon heterocigota de A por G

(rs6467), idéntica a la del probando.

En la Figura 13 y 14 se muestra el electroferograma de uno de los pacientes
positivo para dos deleciones detectadas mediante MLPA, en el cual no fue

necesario algun estudio complementario.
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Figura 13. Electroferograma que muestra la fluorescencia de las sondas que reconocen

regiones especificas en una muestra de referencia normal.
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Figura 14. Electroferograma de caso indice donde se observa una disminucién en la sonda

01974-L011507 172N en el exdn 4 y de la sonda 05477-L04895 Q818X en el exo6n 8.

41



DISCUSION.

En el presente trabajo se identificaron un total de 43 pacientes con diagnéstico
de Hiperplasia Suprarrenal Congénita, lo que representa aproximadamente el
30% de la solicitud de consulta para la Clinica de Diferenciacion Sexual de la
Unidad de Genética Médica del Hospital General de México “Dr. Eduardo

Liceaga”.

La presentacion de la Hiperplasia Suprarrenal Congénita es autosdmica
recesiva, asumiendo que al menos uno de los padres es portador de alguna
mutacion en los genes relacionados con enzimas de la esteroidogénesis (2,4).
Generalmente existe un aumento en la incidencia del padecimiento cuando se

asocian factores como la endogamia y consanguinidad (3).

En relacion a la edad, la mayoria de los pacientes estudiados con Hiperplasia
Suprarrenal Congénita clasica se encontraban en la etapa de lactante
representando el 57.14 %, seguido de escolares 28.57% y un adulto
representando el 14.28%. Las edades de diagndstico son similares a las
reportadas en la literatura (3,13,14,15). Se conté oportunamente con las
herramientas necesarias para realizar un diagnéstico clinico oportuno. Realizar
el diagnostico precoz de la HSC es de suma importancia debido al riesgo
incrementado de presentar crisis suprarrenales por deficiencia de cortisol

(13,14).

El presente trabajo incluyé el estudio clinico de los 7 pacientes con
diagndstico de HSC clasica y se pudo diferenciar la variedad perdedora de sal

en el 42.85% de los pacientes y la forma virilizante simple en el 57.14%. En el
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presente estudio se decidid incluir el analisis clinico molecular de 36 pacientes

con diagnoéstico clinico de Hiperplasia Suprarrenal Congénita no clasica.

Los siete pacientes estudiados con fenotipo clasico fueron también clasificados
de acuerdo a su sexo de asignacion en el cual el sexo femenino se encontrd
en el 71.42%, mientras que el sexo de asignacién masculino fue en el 28.57%.
De los dos pacientes con sexo de asignacidén masculino, uno cuenta con
cariotipo XX y el otro cariotipo XY, pero ambos tienen la misma forma clinica,

virilizante simple.

En los pacientes 46XX con variante perdedora de sal se observa mas
afectacion genital, la mayoria fueron lactantes, en todos se observd
ambigiedad genital con escala de Prader superior o igual a 3, similar a lo
reportado en la literatura (3,5). Las variantes virilizantes presentaron un
fenotipo con nula manifestacion por deficiencia de mineralocorticoides, con una
virilizacidbn progresiva condicionando en la infancia la presencia de

pseudopubertad precoz con talla baja final (3,5)

En relacion al estudio molecular por MLPA, se trata de un estudio disefado
para identificar deleciones y mutaciones deletéreas asociadas a formas
graves.(10,16,17).

Es de importancia el analisis de las mutaciones detectadas por MLPA en los
pacientes con resultado positivo ya que los tres pacientes que presentan la
variante perdedora de sal tienen grandes deleciones del gen CYP21A2, lo cual
hace del MLPA una técnica ideal, tanto por su rapidez como por su coste, para
ser utilizada como protocolo en pacientes con fenotipos severos de a

enfermedad.
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El estudio de Secuenciaciéon del gen CYP271A2, mediante la técnica de
Secuenciacion Sanger en este trabajo demostr6 que los pacientes con
fenotipo clasico presentan mutaciones puntuales lo que indica que este tipo de
mutaciones generalmente se asocia a fenotipos menos severos. De la misma
forma en los pacientes estudiados con diagnéstico clinico de HSC no clasica,
del total de los pacientes estudiados (n= 36), el 77.78% present6 al menos un
polimorfismo en el gen CYP21A2, y 22.2% presentaron u patron normal.
Estos resultados nos indican que el abordaje molecular en las formas no
clasicas es mas complejo en comparacién con los fenotipos clasicos. La
presentacion de estos datos abre preguntas acerca de la relevancia de la

presencia de estos polimorfismos en la presentacion clinica.
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CONCLUSIONES.

En el presente trabajo se caracterizaron las diferentes mutaciones del gen
CYP21A2 detectadas por el estudio de MLPA en pacientes con Hiperplasia

Suprarrenal Congénita Clasica.

Este estudio demostr6 la utilidad del MLPA en la deteccion de
deleciones/duplicaciones del gen, lo cual esta fuertemente asociado a la

severidad de la presentacion clinica.

Este estudio demostré que formas menos severas de HSC clasica, las cuales
no son detectadas por MLPA, se pueden detectar utilizando el estudio de

Secuenciacién con la técnica de Sanger.

Este estudio demostré que el abordaje molecular de las formas no clasicas de
la HSC debe extenderse al estudio de otros genes aparte del CYP21A2y deja
la puerta abierta a proximos estudios para analizar la relevancia de los
polimorfismos en este gen como parte importante en la fisiopatologia de la

enfermedad.
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ANEXOS.

Anexo. |

HOJA DE DATOS PARA PACIENTES CON DIAGNOSTICO CLINICO DE

HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA

Nombre.

Numero de caso. Edad.

Arbol genealdgico.

Antecedentes perinatales

-------- Inicio prematuro de trabajo de parto

-------- Hiponatremia neonatal

......... Hiperpigmentacion de genitales.
Peso al nacimiento..........

DATOS CLINICOS

......... Gobnada palpable
......... Hiperpigmentacion en area genital

........ Sindrome de Ovario Poliquistico

ESTUDIOS DE LABORATORIO Y GABINETE:

Crisis hiponatrémicas

......... Talla baja

......... Hirsutismo
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Anexo Il.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:
“CARACTERIZACION MOLECULAR DE MUTACIONES EN EL GEN CYP21A2 MEDIANTE
EL ESTUDIO DE LIGACION MULTIPLE DEPENDIENTE DE SONDA EN PACIENTES CON

HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA CLASICA”

Investigador principal. Dra. Gloria Eugenia Queipo Garcia

Direccion del investigador. Unidad de Genética, Unidad 311 A, Hospital General de
México “Dr. Eduardo Liceaga”. Dr Balmis 169, Colonia Doctores, Cuauhtémoc, Ciudad
de México.

Teléfono de contacto del investigador: 27892000 ext 1278y 1279

INTRODUCCION

Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento, pregunte
al investigador sobre cualquier duda que tenga.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud, la
Declaracion de Helsinki y las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comisién
Nacional de Bioética.

Para decidir si participa o no en este estudio, usted debe tener el conocimiento
suficiente acerca de los riesgos y beneficios con el fin de tomar una decision
informada. Este formato de consentimiento informado le dara informacién detallada
acerca del estudio de investigacion que podra comentar con su médico tratante o con
alglin miembro del equipo de investigadores. Al final se le pedira que forme parte del
proyecto y de ser asi, bajo ninguna presidn o intimidacion, se le invitara a firmar este
consentimiento informado.

Procedimiento para dar su consentimiento: usted tiene el derecho a decidir si quiere

participar en esta investigacion, y se puede solicitar todo el tiempo que requiera para
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considerar esta invitacion. El investigador le explicara ampliamente los beneficios y

riesgos del proyecto sin ningtin tipo de presién y tendra todo el tiempo que requiera

para pensar solo o con quien usted decida consultarlo para decirle al investigador

acerca de su decision. Esta decision no tendra efecto alguno sobre su atencion médica

en el Hospital. Al final de esta explicacién, usted debe entender los puntos siguientes

1.
2.

A

10.

L justificacién y los objetivos de la investigacion.

Los procedimientos que se utilizardn y su proposito, incluyendo la
identificacién de que son procedimientos experimentales.

Los riesgos o molestias previstos.

Los beneficios que se pueden observar.

Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para el sujeto.
Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre
los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la
investigacion y el tratamiento de la materia.

La libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de
participar en el estudio, sin que por ello se generen perjuicios en su atencién y
el tratamiento.

La seguridad de que no va a identificar al sujeto y que se mantendra la
confidencialidad de la informacién relativa a su privacidad.

El compromiso de proporcionar informacién actualizada obtenida durante el
estudio, aunque esto podria afectar la disposicién para continuar con su
participacién en el estudio.

La disponibilidad de tratamiento médico y compensacién a que legalmente
tiene derecho, en el caso de que ocurran dafios causados directamente por la
investigacion. Puede solicitar méas tiempo o llevar a casa este formulario antes

de dar una decision final en los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPAR Y DESCRIPCION DEL PROYECTO
Estimado Sr. (@) ..ccveveeveereieien e
El Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” le invitan a participar en

este estudio de investigacion que tiene como objetivo: _Identificar este tipo de
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mutaciones en los pacientes de nuestro Hospital que cumplan con los criterios
de inclusion con la finalidad de determinar:

1. Mutaciones relacionadas con Hiperplasia Suprarrenal congénita.

2. Identificaciéon dentro de la familia de aquellos individuos que tengan estado

de portador.

Usted /su familiar fue invitado al estudio debido a que cuenta con caracteristicas

clinicas compatibles con Hiperplasia Suprarrenal Congénita.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Su participacidn en el estudio consiste en: una entrevista con el médico genetista para
obtener informacion familiar y en la toma de muestra de sangre venosa.
UNICAMENTE SE LE PIDE ACUDIR EN UNA OCASION para la realizaciéon de estos
procedimientos.

Las responsabilidades de los participantes incluyen: reportar cambios de direccién o
del estado de salud y acudir a recoger su desarrollo de manera personal una vez que se

le contacte.

RIESGOS E INCONVENIENTES

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud,
sefiala que la obtenciéon de muestras bioldgicas representa un riesgo minimo dentro
de la investigacion. Los riesgos de la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de
sangrado ligero o moreton en el sitio de la puncién, mareo o sensacién de desmayo y
raramente puede producirse puncion arterial. El personal que extraera la muestra
sanguinea esta entrenado para ello, lo que minimizara los riesgos de complicaciones.
Los datos acerca de su identidad y su informacién médica no seran revelados en
ningin momento como lo estipula la Ley. Las muestras de sangre periférica que se
obtienen para el estudio se identifican con un cédigo que garantiza el anonimato de
las y los pacientes y dicho cédigo solo podra ser revelado en caso necesario por el

médico genetista responsable del proyecto.
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Toda informacién que proporcione y la que exista en mi expediente del Hospital es

confidencial y solo serd utilizada para fines de investigacion.

BENEFICIOS POTENCIALES

La deteccion de mutaciones en el gen CYP21A2, es de gran importancia para
establecer el diagndstico de Hiperplasia Suprarrenal congénita, y poder detectar el
estado de portadores en los padres de los pacientes afectados y establecer una escala

de riesgos de recurrencia.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS.

No se cobrara ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hara pago alguno.
Todos los procedimientos que deriven de mi participacién como son la obtencién y
almacenamiento de las muestras para material genético (ADN) no tendran ningin
costo.

COMPENSACION

Si sufre lesiones como resultado de su participaciéon en este estudio, nosotros le
proporcionaremos el tratamiento inmediato y lo referiremos, en caso de ameritarlo,
al especialista médico que requiera. El Hospital General de México “Dr. Eduardo

Liceaga” no brinda ningun tipo adicional de compensacidn para cubrir el dafio.

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION
Su participacién es voluntaria. Sin embargo, usted puede elegir no participar en el

estudio.

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO

Los materiales seran propiedad del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liecaga”.
Si un producto comercial es desarrollado como resultado del estudio, tal insumo sera
propiedad del Hospital o quienes ellos designen. En tal caso, usted no recibird un

beneficio financiero.

53



ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO.

Una vez que se le contacte para informar de los resultados del estudio, usted puede
solicitar los resultados de sus exdmenes clinicos y de las conclusiones del estudio ala
Dra. Gloria Eugenia Queipo Garcia de la Unidad de Genética.

La investigacién es un proceso largo y complejo. El tiempo de entrega de resultados es
de 4 a 8 semanas una vez tomada la muestra de sangre.

En cualquier momento podré contactar con el médico genetista tratante y/o al médico
genetista responsable del protocolo para resolver mis dudas respecto a este estudio.

El obtener los resultados finales del proyecto puede tomar varios meses.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO

Su participacion es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, no se afectard su
relaciéon con el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” o su derecho para
recibir atencion médica o cualquier servicio al que tenga derecho. Si decide participar,
tiene la libertad para retirar su consentimiento e interrumpir su participacién en
cualquier momento sin perjudicar su atencion en el Hospital. Se le informara a tiempo
si nueva informacién es obtenida que pueda afectar su decisiéon para continuar el
estudio. En caso de que usted decida retirar su muestra de ADN, dicha muestra se le

entregara si asi lo desea o se desechara en presencia de usted.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

Su nombre no serd usado en ninguno de los estudios. Las muestras biolégicas
obtenidas no contendran ninguna informacidn personal y se codificara con un niimero
de serie para evitar cualquier posibilidad de identificaciéon. Por disposicién legal las
muestras biolégicas, incluyendo la sangre, con catalogadas como residuos peligrosos
biolégico-infecciosos y por esta razén durante el curso de la investigacion, su muestra
no podra serle devuelta. Es posible que sus muestras bioloégicas asi como su
informaciéon médica y/o genética puedan ser usadas para otros proyectos de
investigacion analogos relacionados con la enfermedad en estudio. No podran ser

usados para estudios de investigacién que no estén relacionados con condiciones
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distintas a las estudiadas en este proyecto. Sus muestras podran ser almacenadas por
los investigadores hasta por 10 afios.
Los cédigos que identifican su muestra estaran solo disponibles a los investigadores
titulares, quienes estan obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos c6digos
seran guardados en un archivero con llave. Solo los investigadores tendran acceso. Su
confidencialidad sera protegida como lo marca la ley. Serd mantenida asignando
cédigos a su informacion. El cédigo es un nimero de identificacién que no incluye
datos personales. Ninguna informacién sobre su persona sera compartida con otros
sin autorizacion, excepto:

* Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha

sufrido una lesién y requiere tratamiento de emergencia);o

* Essolicitado por la Ley.
Monitores o auditores del estudio podran tener acceso a la informacién de los
participantes.
Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destrucciéon de su
material biolégico y de su informacion . Todas las hojas de recoleccién de datos seran
guardadas con las mismas medidas de confidencialidad, y solo los investigadores
titulares tendran acceso a los daos que tienen su nombre.
Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en
publicaciones o presentaciones médicas. Su nombre y otra informacién personal seran
eliminados antes de usar los datos.
Si usted lo solicita su médico de cabecera sera informado sobre su participacion en el

estudio.

PARA ESTUDIOS GENETICOS

Su material genético no sera usado con fines distintos a los mencionados en este
documento, solo para proyectos de investigacion relacionados con la enfermedad en
estudio. Si el investigador desea usarlo con fines distintos deberd notificarlo y

solicitarle su firma en un documento similar al que usted esta leyendo.
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IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES.
Si usted tiene preguntas sobre el estudio puede ponerse en contacto con la Dra. Gloria
Eugenia Queipo Garcia en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”

(teléfono 27892000 ext 1278y 1279).

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas
que he tenido y todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar
en el estudio, estoy de acuerdo en los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos
generales, particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me
han sido explicados a mi entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biol6gicas, 10ml
aproximadamente de sangre venosa para ser utilizada en este estudio. Asi mismo, mi
informacién médica y bioldgica podra ser utilizada para mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el
proyecto requiere recolectar informaciéon adicional o si encuentran informacién
relevante para mi salud.

Mi firma también indica que he recibido por duplicado este consentimiento

informado.

Por favor responda las siguientes preguntas SI NO
(marque por favor)

¢Ha leido y entendido la forma de consentimiento s s

informado, en su lenguaje materno?

¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir

este estudio?

¢Ha recibido usted respuestas satisfactorias a todas sus . .
preguntas?

¢Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha s s
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tenido el tiempo suficiente para tomar la decision?

¢Entiende que su participacion es voluntaria y que es libre de
suspender su participacion en este estudio en cualquier
momento sin tener que justificar su decision y sin que esto
afecte su atencion médica o sin la pérdida de los beneficios a
los que de otra forma tenga derecho?

¢Autoriza se de acceso a sus registros médicos para este s s
estudio de investigacion y para propoésitos regulatorios
- : sus
representantes, los auditores, oficinas regulatorias del estudio
y otras agencias gubernamentales de salud en Mexico y

posiblemente otras agencias de salud en otros paises. . .

¢Entiende los posibles riesgos , algunos de los cuales son

aun desconocidos, de participar en este estudio? s s

¢Entiende que puede no recibir algin beneficio directo de

participar en este estudio?

¢Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus
derechos legales a los que es acreedor de otra forma como

sujeto en un estudio de investigacion?

¢Entiende que el médico participante en el estudio puede
retirarlo del mismo sin su consentimiento, ya sea debido a
que usted no siguid con los requerimientos del estudio o si el
médico participante en el estudio considera que médicamente

su retiro es en su mejor interés? s s

¢Entiende que el estudio puede ser suspendido por el

patrocinador del estudio en cualquier momento?

¢Entiende que usted recibird un original firmado y fechado
de esta Forma de Consentimiento, para Sus registros

personales?

Declaracionn del paciente: YO, .......cocoooo ot s e
declaro que es mi decision participar en el estudio. Mi participacion es voluntaria. He
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sido informado que puedo negarme a participar o terminar mi participacién en
cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de
beneficios. Si suspendo mi participacion, recibiré el tratamiento médico habitual al
que tengo derecho en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” y no sufriré
perjuicio en mi atencién médica o en futuros estudios de investigacion. Yo puedo
solicitar informacién adicional acerca de los riesgos o beneficios potenciales
derivados de mi participacion en el estudio. Puedo obtener los resultados de mis
examenes clinicos si los solicito.

Debo informar a los investigadores de cualquier cambio en mi estado de salud o en la
ciudad donde resido, tan pronto como sea posible. He leido y entendido toda la
informacién que me han dado sobre mi participacion en el estudio. He tenido la
oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las preguntas han sido
respondidas a mi satisfaccion. He entendido que recibiré una copia formada de este
consentimiento informado.

Nombre del Representante Legal Firma del Representante legal Fecha
(si aplica)
Nombre del Investigador Firma del Investigador Fecha

que explico6 el documento
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Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2

Relacion con el partiCcipante:.........ccoeioerieiien e e e e
D3 =Tolo8 (o) USRS
LUGAr ¥ FECRA: .. e s
(El presente documento es original y consta de ............... paginas)
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