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RESUMEN

Los desérdenes de la diferenciacion sexual en pacientes 46,XX y 46,XY, que se da en la etapa de
diferenciacién fenotipica y que se relaciona con la sintesis o accién de los andrégenos provoca
condiciones de ambigiiedad genital asociado o no a sindrome adrenogenital asi como
amenorrea primaria e hipertensiéon arterial en la adolescencia. Este grupo de trastornos se
caracterizan por presentar una buena correlaciéon genotipo-fenotipo, sin embargo, la incidencia,
el abordaje, el diagnéstico y el manejo en estos trastornos no son homogéneos, siendo la
biologia molecular una herramienta diagnéstica fundamental. El objetivo de este trabajo fue
realizar el estudio molecular de las formas no clasicas de Hiperplasia Suprarrenal Congénita
(HSC). Se estudiaron 3 casos afectados con deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20 liasa y 3 casos
con deficiencia de 11B-hidroxilasa, a los que se les extrajo DNA de linfocitos. Se realiz6
secuenciaciéon automatizada de los genes CYP17A1 y CYP11B1, respectivamente. Se
identificaron 3 nuevas mutaciones en el gen CYP17A1: S288X y K110X/R362H y 2 mas en el
gen CYP11B1: C4791T y 3467/3468 ins ACAGTACACCA. 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. Finalmente, se demostr6 la viabilidad del diagnéstico molecular

prenatal como una herramienta que permita aplicar el tratamiento adecuado y oportuno.
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ABSTRACT

Sex differentiation disorders present in 46,XX y 46,XY patients, originated in phenotypic
differentiation and related to the androgens roll or synthesis, causes genital ambiguity
associated or not to androgential syndrome as well as primary amenorrhea and hypertension in
adolescence. This group of disorders is characterized by a good genotype-phenotype
correlation, however, The incidence, approach, diagnosis and management of these disorders
are not homogeneous, being molecular biology an essential diagnostic tool. The object of the
present work was the molecular study of nonclassical forms of congenital adrenal hyperplasia
(HSC). Three cases affected by deficiency of 17a-hidroxilase/17,20 liase and 3 cases with
deficiency of 11B-hidroxilase were studied; all of them got DNA extracted from lymphocytes.
Automated sequencing was performed on genes CYP17A1 y CYP11B1. Three new mutations
were identified for genes CYP17A1: S288X and K110X/R362H and 2 more in CYP11B1 gene:
C4791T y 346773468 ins ACAGTACACCA. Mutations found in this work and history of the
families story, suggest a founder effect in the states of Oaxaca and Chiapas. Finally, feasibility of
prenatal molecular diagnosis was proved as a tool allowing to apply the proper and timely

treatment.
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ANTECEDENTES

Desde los insectos hasta los mamiferos se presentan hembras XX y machos XY, sin embargo, los
mecanismos de determinacién sexual son muy diferentes entre estos organismos. En mamiferos
la determinacién sexual es estrictamente cromosémica y no se ve influenciada por el ambiente

como en algunas especies de reptiles.

El dimorfismo sexual en humanos es consecuencia de una serie de eventos que se presentan en
etapas tempranas del desarrollo embrionario y que requieren un alto grado de precisién en los
mecanismos que lo regulan. La determinacién sexual en mamiferos se basa en el control de la
cascada génica que se presenta en las goénadas; éstas participan directamente para establecer el

fenotipo sexual, a través de la produccién de hormonas.

El desarrollo sexual en mamiferos, incluyendo al humano, se describe como un programa
ordenado y secuencial que se lleva a cabo en tres etapas: 1) establecimiento del sexo
cromosémico, 2) diferenciacién gonadal y 3) diferenciacién fenotipica. Asi, anormalidades en
cualquiera de estas tres etapas conducen a una serie de patologias cuyo analisis ha permitido

entender mejor el proceso de la determinacion y la diferenciacién sexual normal.

Etapa Cromosémica. En los mamiferos, el sexo cromosémico queda determinado en el
momento de la fertilizacién en la que un 6vulo, el cual contiene un cromosoma X, es fecundado
por un espermatozoide portador ya sea de un cromosoma X, o bien de un cromosoma Y. En el
primer caso el embrién con dos cromosomas X tendrd la informacién necesaria para el
desarrollo de una hembra (sexo homogamético) mientras que en el segundo caso, el embriéon

XY, para un macho (sexo heterogamético).
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La presencia del cromosoma Y es necesaria para la diferenciacion testicular de la génada
indiferenciada, independientemente del niimero de cromosomas X presentes en el genoma del

individuo (Ford, 1959).

Diferenciacién gonadal. El mecanismo que determina el sexo fenotipico es puesto en marcha en
el momento de la morfogénesis gonadal. La presencia del factor determinante testicular, el gen
SRY, es fundamental para el desarrollo de los testiculos, ya que activa la cascada génica
necesaria para la diferenciacion del testiculo a partir de la génada indiferenciada (o cresta

genital), mientras que en la ausencia del gen SRY se desarrolla un ovario.

El papel del SRY durante la determinacién sexual gonadal, ha sido demostrado en genotipos XX
donde la presencia del SRY genera el progreso fenotipico del macho. En éste, la proteina
obtenida por transcripciéon del gen SRY induce la expresiéon de una cascada de genes, cuyo
resultado final serd la diferenciacién de la génada indiferenciada en testiculo (Koopman, 1990),
el cual a su vez inducira mediante las hormonas que secreta, la diferenciaciéon de los conductos
sexuales que llevard a la diferenciacion fenotipica de los 6érganos sexuales internos y externos. Si
el gen SRY no estd presente, el individuo se desarrollard como hembra, por un mecanismo que

parece estar predeterminado en las células gonadales (Capel, 2000).

Algunos de los genes que se han descrito que participan en esta etapa son: LIM1, SF1 y WT1,

entre otros.
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Determinacion sexual.

El primordio gonadal se desarrolla como testiculo por accién del gen SRY conocido como Factor
Determinante Testicular (FDT), localizado en el cromosoma Y; en ausencia de este gen, el

primordio gonadal evoluciona hacia ovario de manera pasiva (Sinclair et al., 1990).

Aun cuando el esquema molecular de la determinacién sexual en mamiferos no ha sido
dilucidado totalmente se sabe que los genes SRY y SOX9 son fundamentales para el inicio de la
determinacion testicular, mientras que DAX1 (Bardoni et al., 1994), WT1 (Kriedberg, 1993), LIM1
(Kobayashi et al., 2004), SF1 (Morohasi et al., 1993), GATA4 y FOG2 (Tevosian et al., 2002) son
considerados como los genes principales responsables de conducir la morfogénesis y la

diferenciacion testicular (Hanley et al., 2000).

En el humano, en los embriones 46,XY los cordones sexuales de la génada indiferenciada
proliferan hasta la octava semana. Los cordones testiculares, pierden contacto con la superficie
del epitelio celémico y comienzan a separarse por una reorganizaciéon de tejido conectivo
caracteristico del testiculo. Se observa migracion de células mioides y endoteliales a partir del
mesonefros hacia la génada, que mas tarde formara la tanica albuginea (Martineau et al., 1997;
Capel et al., 1999; Tilmann et al., 1999). Las células tipo epitelial que conforman los cordones
testiculares se denominan células pre-Sertoli y una vez que comienzan a producir y secretar
hormona inhibidora de los conductos Miillerianos (HIM) se les llaman células de Sertoli. La
producciéon de HIM es el primer producto hormonal del testiculo fetal y es necesaria para la
regresion de los conductos Miillerianos, primordio de los genitales femeninos internos (Petersen

et al, 2001). De acuerdo con Scherer (2002) las células de Sertoli son necesarias en la
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espermatogénesis debido a que proporcionan nutrientes y factores de crecimiento para el

desarrollo de las células germinales (Petersen et al., 2006).

SRY (Sex-determining Region on the Y chromosome). Este gen fue descrito en 1990, se localiza
en la region distal del brazo corto del cromosoma Y (Berta et al., 1990; Gubbay et al., 1990;
Koopman et al., 1990; Sinclair et al., 1990) y actda sobre las células del epitelio celémico
promoviendo su proliferaciéon (Schmabhl et al., 2000) y en las células de soporte, dirigiendo su

diferenciacién hacia células de Sertoli (Palmer and Burgoyne, 1991; Hanley et al., 2000).

La proteina es codificada por un gen formado por un solo exén con un dominio central
altamente conservado llamado caja HMG que tiene actividad de unién y plegado de DNA por

lo que funciona como factor de transcripcién.

Mutaciones en SRY han sido identificadas en pacientes con Desordenes de la Diferenciacion
sexual (DSD) XY, sin embargo, solo sucede en el 10-15% de los casos (Berta et al., 1990; Hawkins

et al., 1992).

En contraparte, pacientes con DSD 46,XX con desarrollo testicular han sido descritos que
acarrean translocaciones de SRY del cromosoma Y al X (Fechner et al., 1993; Zenteno-Ruiz et al.,
2001; Dominice et al., 2004). Para explicar el desarrollo testicular en ausencia de SRY, se ha
postulado que alteraciones en algiin otro gen, que actte cascada abajo de SRY puede suplir la

funcién de este gen e iniciar el desarrollo testicular (McElreavey et al., 1993).

El candidato fue SOX0.
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SOX9 (SRY-related HMG box 9). Este gen se ubica en 17q24.3-q25.1. Mutaciones en SOX9 se
asocian a pacientes con displasia campomélica, una enfermedad que se caracteriza por
malformaciones esqueléticas asociadas, en el 75% de los pacientes con DSD XY (Foster et al.,

1994; Wagner et al., 1994).

SOX9 al igual que SRY pertenece a la familia de los genes SOX (SRY-type HMG BOX) que
codifican para factores de transcripciéon con dominio HMG con afinidad por las secuencias

AACAAT y AACAAAG (Koopman, 1999; Harley et al., 2003).

Estudios de expresion en ratones muestran que Sox9 esta presente en bajos niveles, en las
crestas genitales de ambos sexos alrededor de los 11.5dias post coito (dpc), dicha expresion se
inhibe en la génada XX y aumenta en la génada XY, implicando a las células de Sertoli como el
sitio de expresién. Por lo tanto este gen juega un papel importante en la determinacién sexual,

inmediatamente después de la expresion de SRY (Da Silva M et al., 1996; Kent et al., 1996).

Se sabe, que en el ratén, uno de los efectos més tempranos de SRY es inducir la sobre expresiéon

del gen Sox9 en el desarrollo gonadal (Sekido et al., 2004).

La prueba de la importancia de SOX9 como factor determinante testicular, la obtuvieron Vidal
et al, en el 2001, luego de expresar este gen de manera ectépica en génadas XX, demostrando

que Sox9 es suficiente para inducir la formacién testicular en ratones atn en ausencia de SRY.

En humanos, se conoce un solo caso de DSD testicular XX, SRY negativoy con duplicacién de
la banda 17q23-24 donde se localiza SOX9 (Huang et al., 1999), aunque no existen mds casos en

nuestra especie con este fendmeno.
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Las evidencias que existen hasta el momento respecto a la funcién de SOX9 sefialan la

importancia de la dosis génica durante el proceso de diferenciacién sexual.

Etapa fenotipica. En la tercera etapa, la diferenciacion fenotipica es consecuencia de la accion
ejercida por las hormonas secretadas por el testiculo fetal. El mecanismo que lleva a cabo este
dimorfismo en los mamiferos fue descrito originalmente por Alfred Jost (1973), quién demostré
el papel fundamental de la testosterona en la diferenciaciéon fenotipica al extirpar
tempranamente las gonadas fetales de conejos XX y XY y observando diferenciacién fenotipica

femenina independientemente del sexo cromosémico (Grumbach et al., 1998).

El desarrollo completo del fenotipo masculino es secundario a la formacién testicular, el cual
produce dos hormonas: la primera, la Hormona Inhibidora de los conductos Miillerianos (HIM)
promueve la involucién de los conductos Miillerianos durante la 6 y 8* semana de gestacion
concluyendo en la semana 11. Esta hormona, es una glicoproteina secretada por las células de
Sertoli del testiculo fetal (Behringer et al., 1994) que actia a través de un receptor
transmembranal, localizado en las células del mesénquima adyacentes a los conductos
miillerianos. (Baarends et al., 1994). Inmediatamente después de iniciada la sintesis de la HIM,
las células intersticiales del testiculo fetal se diferencian en células de Leydig, que poco maés
tarde secretara Testosterona (T) (Federman, 2006). La T ejerce su efecto virilizante sobre los
conductos Wolffianos, que se diferencian en epididimo, vasos eferentes, vesicula seminal y
conducto eyaculador. La T es precursor de una tercera hormona fetal virilizante, la
dihidrotestosterona (DHT), ésta se forma en las células blanco por la acciéon de la 5-alfa
reductasa tipo II extragonadal y es el mediador intracelular de la gran mayoria de las acciones

de los andrégenos, esta hormona es la tnica responsable del desarrollo de los genitales externos
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masculinos y de la préstata (Mendez et al., 1995; Makridakis et al., 2005). Tanto la T como DHT
se unen a su receptor, el receptor de andrégenos, localizado en el citoplasma de las células
blanco. Al unirse con el andrégeno el complejo hormona-receptor es translocado al ntcleo

donde se une a secuencias especificas denominadas elementos de respuesta a hormonas

(Federman D, 2006; Vincent G, 1999).

Desérdenes de la diferenciacién sexual (DSD): Los DSD ocurren 1 en 4500 nifios nacidos vivos.
Estos padecimientos comprenden una gran variedad de anomalias definidas por condiciones
congénitas en donde el sexo fenotipico, gonadal o cromosémico es atipico (Hughes et al., 2006).
Avances en la identificaciéon de las causas moleculares de estas alteraciones han permitido
establecer una nomenclatura que integra los nuevos conocimientos en genética molecular del

desarrollo sexual (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificaciéon de los desérdenes de la Diferenciacién Sexual.

DESORDENES DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

A. 45X 1. Sindrome de Turner
DSD Sexo | B. 47, XXY 2. Sindrome de Klinefelter
cromosoémico | C. 45,X/46,XY 3. Disgenesia Gonadal Mixta o DSD ovotesticular
D. 46,XX/46,XY Quimera, DSD Ovotesticular
1. Disgenesia Gonadal Completa (Sindrome de Swyer)
A. Alteraciones en 75 Disgenesia Gonadal parcial
el desarrollo —
testicular 3. Regresion gonadal
4. Ovotesticular DSD
a. Deficiencia de 17-HSD
DSD 46,XY 1. Defectos en la b. Deficiencia de 5-alpha-
biosintesis reductasa
B. Alteraciones en c. Mutaciones en StAR
la sintesis 0 accion |2 Defectos en la accion | a. Insensibilidad Completa
de los androgenos | de los androgenos b. Insensibilidad Parcial
a. Hipoplasia de células de
3. Defectos en el Levdi
tor de LH S
recep b. Aplasia de células de Leydig
1. Hipospadias
C. Otros P p
2. Extrofia cloacal
' 1. Ovotesticular DSD
A. Alteraciones en . a. 46,XX, SRY positivos
el desarrollo 2. Testicular DSD
A b. 46,XX, dup SOX9
ovarico
3. Disgenesia gonadal
a. Deficiencia de 21 - hidroxilasa
1. Fetal T . .
DSD 46,XX b. Deficiencia de 11-hidroxilasa
B. Exceso de . a. Deficiencia de aromatasa
. 2. Fetoplacentario
androégenos b. POR
a. Luteoma
3. Materna
b. Andrégenos ex6genos
C. Otros
Hughes et al., 2006
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Existe una gran variedad de genes que participan en la masculinizaciéon del feto XY y por
consecuencia la ausencia o modificacién de cualquiera de estos genes causan alteraciones en la
diferenciacion sexual. Varios casos de DSD reportados tempranamente en humanos XY han
sido atribuidos a mutaciones en genes que participan en la via de diferenciacién testicular: por
ejemplo una mutacién que involucre la sustitucién de un par de bases en el dominio de union al
DNA de SF1, incluso en un estado heterocigoto, causa feminizacion en individuos XY (Ozisik et
al., 2002). De forma similar la ausencia de funcién de WT1, el cual en forma normal codifica para
varios factores de transcripcion, causa falla en el desarrollo de la goénada y el rifién en

homocigotos y reversion sexual XY en heterocigotos (Vilain et al., 2002).

Mutaciones en el marco de lectura abierto de SRY, con o sin ninguna influencia en la unién al
DNA o la propiedad de doblamiento de su dominio del grupo de alta mobilidad (HMG), es
considerado para una alta proporciéon de disgenesias gonadales XY (Scherer, 2002). También
duplicaciones o mutaciones en el gen SOX9 causa DSD XY y defectos en el esqueleto en
humanos (Morais da Silva et al., 1996; Huang. et al., 1999; Hsiao et al., 2006). La delecién de un
pequefio segmento de un miembro del par del cromosoma 9 da un estatus hemicigoto para el
locus DMRT1, causando falla en el desarrollo testicular y feminizacién de una variedad de
tejidos no gonadales (Ottolenghi et al., 2000; Vilain, 2002; Zarkower, 2001). Fallas en la
regulacion de DAX1 o WNT4 (debido a la duplicacion del segmento Xp que lleve el gen DAX1 o
a una mutacion en el locus de WNT4) también causan DSD XY en humanos (Zanaria et al., 1994;
Jordan et al., 2001; Sanlaville et al., 2004). Cada vez son mas los reportes sobre mutaciones en
genes especificos involucrados en el desarrollo sexual que pueden ocasionar alteraciones en
individuos XY y XX y que pueden mostrar una gran variedad de fenotipos dependiendo del
estado especifico en el cual la diferenciaciéon sexual fue alterada. Pacientes con formas
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especificas de alteraciones en el desarrollo sexual han incrementado el riesgo para desarrollar
canceres originados de la linea germinal, dentro de este grupo de tumores varias entidades han
sido identificadas y caracterizadas por la edad de la presentaciéon clinica, histologia,

comportamiento clinico y constituciéon genémica (Oosterhuis & Looijenga., 2005).
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Anomalias durante la diferenciacion fenotipica

La Hiperplasia Suprarreal Congénita (HSC) es un conjunto de alteraciones histolégicas
caracteristicas secundarias a la elevacion de la hormona adrenocorticotrépica (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 se debe al bloqueo enzimatico causado en la via de la esteroidogénesis.

Los defectos enziméticos en la esteroidogénesis se han asociado a sindromes especificos:

e Deficiencia de 21-hidroxilasa. Clasica, perdedora de sal, clasica virilizante simple y no
clasica.

e Deficiencia de 11B-hidroxilasa. Clésica y no clésica.

e Deficiencia de 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Clasica y no clésica.

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

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 11p-hidroxilasa ocupa el
segundo lugar con el 5-8% (Li-Qiang et al., 2008, Rimoin et al., 2007). En la mayoria de los casos
resultan mutaciones recesivas en los genes que codifican para las enzimas de la via de

esteroides y producen un fenotipo diferente (Nimkarn ef al., 2009) Ver Tabla 2.
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Tabla 2. Genes conocidos involucrados en alteraciones del desarrollo sexual: 46,XY .

Gen [Proteina| Locus |Herencia| Goénada Estruct-uras Genitales Caracteristicas
Mullerianas | Externos

Femenino o HSC (falla adrenal

CYP11A1 | Enzima | 15q23-24 AR Testiculo . primaria), falla en la
ambiguo
pubertad

HSC (falla adrenal

primaria), falla en la
HSD3B2 | Enzima | 1pi3.1 AR | Testiculo | Parcial Ambiguo pubertad.
Androgenismo
parcial debido al

incremento de DHEA

HSC, hipertension
Masculino o debido al incremento

CYP17 | Enzima | 10q24.3 AR Testiculo Parcial . de corticosterona y

ambiguo 11

deoxycorticosterona

Androgenizacién

parcial durante la
HSD17B3 | Enzima | 922 AR | Testiculo| Parcial | Femeninoo |pubertad, incremento

ambiguo

de androstenediona
en relacién a la
testosterona

HSC=Hiperplasia Suparrenal Congénita, AR= Autosémica recesiva
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Deficiencia de 17-hidroxilasa/17,20-liasa.
La deficiencia de 17-hidroxilasa es una enfermedad autosdémica recesiva con una incidencia

aproximada de 1 en 50,000 individuos.

Las mutaciones en el gen CYPI7A1 llevan a falla en la sintesis de cortisol (actividad 17a-
hidroxilasa), andrégenos adrenales (17,20-liasa) y esteroides gonadales. En contraste con la
deficiencia de 21-hidroxilasa y 11B-hidroxilasa, la deficiencia de 17a-hidroxilasa lleva a una
insuficiencia adrenal y gonadal. La enzima se expresa tanto en adrenales como en génadas y
posee actividad de 17a-hidroxilacién y 17,20-liasa. La pérdida de la retroalimentacién negativa
lleva a un aumento en la secrecién 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 et al.,
1998).

El citocromo P450 17-hidroxilasa (P450c17) es una de las enzimas clave en la sintesis de las
hormonas esteroideas en la corteza adrenal y las génadas. Pertenece a la familia de oxidasas con
2 funciones: 17-hidroxilasa y 17,20-liasa. P450c17 cataliza la conversion de pregnenolona y
progesterona (P) en 17-hidroxipregnenolona y 17-hidroxiprogesterona (17-OHP), que después
se divide en el carbono C17, 20 via 17,20-liasa para generar los precursores de andrégenos y
estrogenos, como dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona. En la glandula adrenal,
P y 17-OHP se convierten en 11-deoxicorticoesterona (DOCA) y cortisol, por reacciones de

hidroxilaciéon via 21-hidroxilasa y 11hidroxilasa (Figura 2) (Tian et al., 2009).
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]

Colesterol
CYPHTAT|  17@- HIDROXILASA 17,20 LIASA
Pregnenolona [—=| 17-OH Pregnenolona [— DHEA

1 3B-HSD J, l

Progesterona [—| 17-OH progesterona —| Androstenediona

121-hfdrm:’.rasa l
DocC 11-desoxicortisol
lﬂﬁ-md’ﬂm‘asa l
Corticosterona Cortisol
CYP11B l
Aldosterona
Mineralocorticoides Glucocorticoides Andrégenos

Figura 2. Bloqueo en la via de esteroidogénesis secundario a defectos en CYP17A1
(Wilson et al., 1998)
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Deficiencia de 11p-hidroxilasa: La secrecion anormal de esteroides adrenales causada por la
deficiencia de 1B1-hidroxilasa fue descrita por primera vez por Eberlein y Bongiovanni. El gen
CYP11B1 codifica para la enzima que cataliza el altimo 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 11p -hidroxilasa (P450c11) por mutacién en CYP11B1
muestra elevacion en 11-deoxicortisol y desoxicorticosterona (DOCA) en sangre, con marcada

elevacién de los metabolitos urinarios.

La deficiencia de 11B-hidroxilasa representa el 5% de todos los casos de Hiperplasia Suprarrenal
Congénita (HSC) con una incidencia de 1:100,000 nacimientos (Wilson et al., 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 disminucién de la sintesis de cortisol y
glucocorticoides, alterando la retroalimentacién negativa de ACTH y aumentando su sintesis en
la hipdfisis, generando mayor produccioén de precursores del cortisol e hiperandrogenemia. El
aumento de ACTH también lleva a un aumento en los niveles de DOCA y 11-deoxicortisol

(Figura 1) (Li-Qiang et al., 2008).

Najera N 17



Identificacion de alteraciones genéticas y genémicas en pacientes con desérdenes del desarrollo sexual

Colesterol
CYP1AT l 17@- hidroxilasa 17,20 liasa
Pregnenolona |—| 17-OH Pregnenolona —» DHEA

1 3B-HSD l 1

Progesterona —| 17-OH progesterona —| Androstenediona

l2f-m'drmf.rasa l

Doc 11-desoxicortisol

l 1B -HIDROXILASA l

Corticosterona Cortisol

CYPI1B l
Aldosterona
Mineralocorticoides Glucocorticoides Androgenos

Figura 1. Bloqueo en la via de esteroidogénesis secundario a defectos en CYP11B1
(Wilson et al., 1998)
La deficiencia de 11B-hidroxilasa se divide en forma clésica y no clasica dependiendo de las
manifestaciones clinicas. La deficiencia de 11B-hidroxilasa resulta en HSC virilizante,
usualmente acompanada de hipertension. La secreciéon anormal de esteroides adrenales tiene un

efecto mineralocorticoide que lleva a retencion de sodio y expansiéon de volumen.

La hipertension y virilizacién son las caracteristicas clinicas mds 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.

La hipertensién es comdn pero no tan constante como la virilizacién. La sobreproduccion de
DOCA causa retencion de sal e hipertension, la cual se reconoce en la nifiez o adolescencia (Li-
Qiang et al., 2008).
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Las mutaciones en el gen CYP11B1 provocan una baja o nula expresion de la enzima 11B-

hidroxilasa. Se han descrito més de 50 mutaciones (Li-Qiang et al., 2008).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Los desérdenes de la diferenciacion sexual en pacientes 46,XX y 46,XY, que se da en la etapa de
diferenciacién fenotipica y que se relaciona con la sintesis o accién de los andrégenos provoca
condiciones de ambigiiedad genital asociado o no a sindrome adrenogenital asi como

amenorrea primaria e hipertension arterial en la adolescencia.

Este grupo de trastornos se caracterizan por presentar una buena correlacion genotipo-fenotipo,
sin embargo, la incidencia, el abordaje, el diagnostico y el manejo en estos trastornos no son

homogéneos, siendo la biologia molecular una herramienta diagnéstica fundamental.
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OBJETIVO GENERAL:

Analizar alteraciones genéticas o gendmicas en pacientes con desérdenes del desarrollo sexual.

OBJETIVOS PARTICULARES:
@ Realizar el estudio molecular de las formas no clésicas de Hiperplasia Suprarrenal
Congénita (HSC).
& Desarrollar la herramienta diagndstica molecular de las formas no clasicas de HSC pre y
post-natal.
@ Caracterizar las mutaciones en los genes CYP17A1 y CYP11B1 en nuestra poblacion.

@ Estudiar el posible efecto funcional de las mutaciones identificadas.
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MATERIALES Y METODO
Sujetos de estudio
a) DSD 46,XY. 3 Pacientes 46,XY con fenotipo femenino y con datos clinicos sugerentes de
deficiencia de 17a—hidroxilasa/17,20-liasa.
b) DSD 46,XX. 3 Pacientes 46,XX con fenotipo ambiguo o masculino y con datos clinicos

sugerentes de deficiencia de 11-hidroxilasa.
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Caso 1. Familia de San Juan Otzolotepec, Oaxaca. La paciente II.5 de 18 afios, acude a consulta

con asignacion de sexo femenino y crisis hipocalémica (Figura 3).

1. O

Figura 3. Arbol genealégico del caso 1

La paciente presenta amenorrea primaria, infantilismo sexual, hipertension arterial 140/100.
Fenotipo femenino, sin vello axilar ni ptbico, genitales externos femeninos. No presenta ttero
ni ovarios, pero con génadas en ambos canales inguinales.

El cariotipo mostré un complemento cromosémico 46,XY y secuencias del cromosoma Y por
PCR positivas. Los exdmenes de laboratorio Los exdmenes de laboratorio muestran FSH 67.9
mUI/ml, LH 41.4 mUI/ml, prolactina 29.4 ng/ml, E2 10 pg/ml, TSH 0.99 g/ml, 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.

Se realizé laparotomia exploradora y se extirparon ambos testiculos y se tomd muestra de

sangre periférica para realizar estudio molecular.
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Caso 2. Familia de San Juan Otzolotepec, Oaxaca. La paciente II1.13 de 21 afios y con asignacién
de sexo femenino, presenté amenorrea primaria e hipertensién. Sin antecedentes familiares pero

procedentes de una comunidad endogamica de Oaxaca (Figura 4).

- g B0

. <5> . : <,=>

1-5

2la
. <1> g El @
1-11

1z 13 14 15 16-32

Figura 4. Arbol genealégico del caso 2
La paciente present6 fenotipo femenino, mamas poco desarrolladas, sin presencia de
vello axila ni pubico, genitales externos femeninos y presion arterial de 140/100. A
través del ultrasonido no se observd tutero ni ovarios. El cariotipo revelé un

complemento cromosémico 46,XY.

Los estudios de laboratorio muestran FSH 42.6 mUI/ml (3.5-12.5), LH 17.2 mUI/ml
(2.4-12.6), E2 20.0 pg/ml (25- 195), prolactina 6.3 ng/ml (3.3-26.7), cortisol 0.5 ng/ml
(8.7-22.4), DHT<15, androstenediona <0.3g/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), C1 105 mmol/L (101-111), Ca 9.6 mg/dL (8.9-10.3).

Se tomo6 muestra de sangre periférica para estudio molecular.
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Caso 3. Familia procedente del estado de Morelos, con caso II.1 con asignacion femenina de 15

afios de edad que acude a consulta por amenorrea primaria sin desarrollo de caracteres sexuales

secundarios (Figura 5).

., O

g N

Figura 5. Arbol genealégico del caso 3.
A la exploracion fisica se observa poco desarrollo de mamas, ausencia de vello ptbico, genitales
externos femeninos y presion arterial 170/110. El ultrasonido pélvico mostré la ausencia de

estructuras Miillerianas y el cariotipo fue 46, XY.

Se realiz6 prueba de estimulacion con gonadotropina coriénica humana sin obtener respuesta.
Los laboratorios reportan LH 36.4 UI/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. Las génadas fueron
removidas y el analisis histologico revel6 testiculos bilaterales con escasas células de Leydig y
atrofia tubular con ausencia de epididimo y vasos deferentes. Posterior a la cirugia se
documenté hipocalemia (2.9 mEq/L) e hipernatremia (148 mEq/L), cortisol basal 2.8 pg/dL (3-
21), testosterona < 20 ng/dL (220- 800), androstenediona 0.3 ng/mL (0.9-1.7), DHEA-s < 15
pg/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).

Se toma muestra de sangre periférica para estudio molecular a la paciente y ambos padres.
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Caso 4. Familia procedente de la regién de Xhenalho, Chiapas. El paciente II.3 con asignacion
de sexo masculino de 21 afios, acude a consulta por hipertension arterial y ambigtiedad genital.
Se documenta que no hay consanguinidad, sin embargo, proviene de una comunidad

endogamica (Figura 6).

O

Figura 6. Arbol genealégico del caso 4.

El paciente present6é pubarca prematura a los 6 afios, talla baja e hipertension arterial de dificil
control. A la exploracion fisica se observo falo de 4 cm, sin génadas palpables, hipospadias

perineo-escrotales sin seno urogenital.

Los estudios de laboratorio se muestran en la tabla 3. Mediante tomografia axial computarizada
(TAC, pos sus siglas en inglés) de la region abdomino-pélvica mostré hiperplasia de glandulas
adrenales asi como la presencia de ttero y génadas con caracteristicas de ovarios. El Cariotipo

fue 46, XX con secuencias del cromosoma Y mediante PCR negativas.

Se tom6 muestra de sangre periférica para estudio molecular.
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El paciente II1.10 de 6 afios de edad y hermano del caso II1.3 acude a consulta con caracteristicas
clinicas y bioquimicas semejantes a su hermano. Presenta fenotipo, genitales e identidad
masculinos, hipertensién arterial 140/90, talla alta y edad 6sea de 14 afios. Los exdmenes de

laboratorio se muestran en la tabla 3. Se realiz6 cariotipo con resultado 46,XX.
Se tom6 muestra para realizar estudio molecular.

Tabla 3. Valores de laboratorio de los pacientes III. 3 y III. 10

LABORATORIO Valores . 3 il. 10
17-hidroxiprogesterona 0.5 -2 ng/ml 18.6 19.8
FSH 2—-10 mUl/ml 10.0 11.4
LH 2 —25 muUl/ml 5.0 4.6
Estrogenos 20— 150 pg/ml 70 62
Testosterona 0.2-0.7 ng/ml 3.0 4.0
Progesterona 0.2-1.0 pg/ml 1.6 1.8
DHEAs 520 —-4200 ng/ml 1500 2160
DOCA 2-19 ng/dL 1010 1029
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Caso 5. Familia originaria de Chicontepec, Veracruz. El paciente masculino II.1 de 3
afios 6 meses de edad, con datos de pseudo-pubertad precoz e hipertension arterial
(Figura 7). A la exploracion fisica se observé fenotipo masculino, acné en cara, genitales
masculinos, pene de 9 cm y volumen testicular de 1.7 cm3. Los resultados relevantes de
laboratorio incluyen desoxicorticosterona 403 ng/dL (4-49), 11-deoxicortisol >10,000

ng/dL (7-210).
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Figura 7. Arbol genealégico del caso 5
Se toma muestra de sangre periférica para diagndstico molecular.

Posteriormente, la madre del paciente II.1 acude a consulta con embarazo de 8.1
semanas de gestacion calculado por ultrasonido. El médico endocrinélogo inicié
tratamiento prenatal con dexametasona a dosis de 20 pg/kg/dia. La dexametasona es
un potente glucocorticoide sintético con accién semejante a las hormonas esteroides, se

usa en el contexto de la hiperplasia congénita adrenal para evitar la virilizacién de un
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feto femenino. Durante la semana 17 de gestacién, se realiz6 amniocentesis para la

realizacion del estudio molecular prenatal

Najera N 29



Identificacion de alteraciones genéticas y genémicas en pacientes con desérdenes del desarrollo sexual

MATERIAL Y METODOS

Extraccién de DNA a partir de linfocitos de sangre periférica.

A partir de 3 ml de sangre periférica se extrajo DNA genémico utilizando PerfectPure™ DNA
Blood Kit (5PRIME) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La concentracién y pureza fueron determinadas por espectrofotometria, de la siguiente manera:

Concentracion: 1DOx2¢0 = 50 ng de DNA/ml

Pureza: DOx260/ DO2g0= 1.8 - 2.0

La integridad de la muestra fue verificada media electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido

con bromuro de etidio.

Extraccién de DNA a partir de aminocitos.

A partir de 6 ml de liquido amnidtico se extrajo DNA genémico utilizando QIAamp DNA Blood
Mini Kit (QIAGEN) siguiendo las indicaciones del fabricante.

La concentraciéon y pureza del DNA fue obtenida mediante espectrofotometria y la integridad

mediante electroforesis en gel de agarosa.
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PCR (Reacciéon en Cadena de la Polimerasa).
La PCR se utiliz6 para amplificar los 8 exones del gen CYP17A1 y los 9 exones del gen CYP11B1.

A continuacion se describen los oligonucleétidos y temperaturas utilizados.

Reactivo Concentracion final
Buffer 1x

MgCl 1.5 mM
Oligonucleotidos 0.2uM

dNTPs 100 uM

Taq DNApol 05U

DNA 100 ng

Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de los 8 exones del CYP17A1

. . . . Tamaiio del Temperatura de
Ex6n Secuencia del oligonucleétido . . .
amplicon (pb) alineamiento (°C)

5’ - CACTGCTGTCTATCTTGCC -3’

1 474
5/ - CCTCACATCATCCCACTA -3’ 28

5’ - AGGGACCAGAGGTGTAAG -3’
2 339 58
5’ - GCAGCAGTAGCCAAGAA -3’

5/~ AGGGTGCTGATTCATTTIC -3’
3 414 58
5’ - GCAGCGGAGGTAGAGGTG -3’

5’ - CGATTGATGTTTGATTGA -3’

4 57— CACCCTGATATTGTGATT -3 396 58

5’ - ACAGAAGTATGGCAGGAGT -3’
5 593 58
5/~ CCAGAGTAGGTTGGAGGT -3’

6 5’ - ACTGGGAAGGGAACTGGA -3’ 314 58
5’ - GGCTAGATGTCACTGGGAG -3’

5’ - AGTGGGAATGAGGGAGTA -3’
7 356 58
5’ - GTCAACAGGTCCGTATAGIT -3’

5’ - TCAACCAGGGCAGAACC -3’
8 446 58
5’ - GGAAGAATGGCGGAGAA -3’
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Para la amplificaciéon de los 8 exones del gen CYP11B1, se realizaron solo 3 reacciones de
amplificacion abarcando de esta forma los 8 exones.
Para la reaccion de secuencia se utilizaron, ademads, oligonucleétidos internos especificos para

cada exon (Tabla 4).

Oligonucleétidos utilizados para la amplificaciéon de los 8 exones de CYP11B1

Tamafio
Temperatura de
. . . .. del . .
Exon Secuencia del oligonucledtido . alineamiento
amplicon o
b WS
(pb)

5’ - TCGAAGGCAAGGCACCAG -3’
1-2 873 65
5’ - TCGACTCTCGACCCTCG -3’

5’ - AGAAAATCCCTCCCCCCTA -3
3-5 1409 65
5" - AGTGTGCCGCGGGTGCACAG -3’

5’ - TGACCGTGCAGCTGTGTCT -3’
6-9 1541 65
5’ - CGGTAGTTGATTAGTGCAGAG -3’

5’ - CCTCGAGCTGAGAACCTCC -3’

2 5’ - GAGACAGTTTGGATTGGGACTGC -3’

3 5’ - GGACAAGGAGGATGGGATA -3’

4 5’ - GGACTGAAGGGAGTGTG -3’ Oligonucleétidos internos
5 5’ - GGATGTTTCCCAGCACCAAAGTC -3’ usado solo en la reaccién de
7 5’ - GGTGCAGAGAGCACAGG -3’ secuencia.

8

9

5’ - TGCAACTTTGAGGGTCTGAGAAG-3'
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Purificacion de productos de PCR.

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit QIAEX II Gel Extraction Kit de
QIAGEN ®. Una alicuota de los productos purificados se hicieron migrar en un gel de agarosa
al 1.5% junto a un marcador de peso molecular llamado Low DNA Mass (INVITROGEN) con el
fin de verificar el peso molecular del producto y, ademds, estimar la concentraciéon de la
muestra. Los productos de PCR purificados por este método sirvieron para su posterior

secuenciacion.

Secuenciacién automatizada por el método de Sanger.

La secuenciacion de los productos de PCR se realizé con BigDye® Terminator Cycle Sequencing
Kit. El procedimiento se basa en el método de Sanger y Cols. Como cebadores para las
reacciones de secuenciaciéon se emplearon los mismos que para las amplificaciones mas los
oligonucleétidos internos mencionados anteriormente para el caso del gen CYPI11BI a una

concentraciéon de 0,10 pmol/ ul.

Tabla XXX. Condiciones de la reaccidon de secuencia

Mezcla Incubacién
Reactivo Vol. (ul) Temp. (°C) Tiempo
Producto PCR 1-3 96 1 min
Terminator big Dye 2 96 30 seg
Agua Llevara 6 25 ciclos 50 15 seg
60 3 min
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Purificacion de productos
Al terminar la reaccién de secuencia, se purificaron los productos marcados utilizando

columnas CentriSep de Applied Biosystems® y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

Para estudiar la expresion y localizacion de la proteina 17a-hidroxilasa/17,20-liasa mutada en

tejido gonadal se realiz6 inmunohistoquimica e inmunofluorescencia.

a) Preparacion de tejidos.

Biopsia testicular del paciente, testiculo adulto sano y glandula adrenal, usada como control
positivo, fueron fijados con formol al 3.5% en PBS 1x durante 24 horas. Se deshidrataron con
una serie de alcoholes graduales, se eliminé el exceso de parafina con xileno y se incluyeron en

Paraplasto (Oxford Labware).

Se realizaron cortes de 5pm, se desparafinaron con xileno y se rehidrataron en una serie gradual
de etanol. Los tejidos rehidratados se lavaron con agua destilada y con solucién salina de
fosfatos (PBS 1x, pH 7.2) con el propésito de preservar los antigenos del tejido. Posteriormente
fueron tratados con buffer de citratos 1x (DakoCytomation, Target Retrieval Solution) y
sometidas de 20 a 25 libras de presiéon y 121°C durante 5min. El peréxido endégeno fue
bloqueado con una solucién de peréxido de hidrégeno al 1% durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Los cortes se lavaron con PBS- Tween 20 (PBS-T20) y se incubaron 10 minutos a

temperatura ambiente con una solucién bloqueadora de proteinas (Biogenex, USA).
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Los tejidos fueron incubados con el anticuerpo primario en wuna dilucién 1:100
(DakoCytomation, Antibody Diluent cat. S0809) durante 20 minutos en camara himeda a

temperatura ambiente.

b) Inmunoperoxidasa. Al término de la incubacién con el anticuerpo primario los tejidos
fueron lavados con PBS-Tween20 e incubados con el anticuerpo secundario anti-IgG de
ratén/conejo/cabra conjugado con estreptavidina-peroxidasa (Dako, USA) por 20 minutos. La
reaccion enzimaética fue revelada empleando la solucién de sustrato-cromégeno durante 10
minutos (kit LSAB+Sys/HRP, Dako-Cytomation, Carpenter, CA, cat K0679) contrastadas con

hematoxilina, usando entellan como medio de montaje.

c) Imunofluorescencia. Al término de la incubacién con el anticuerpo primario los tejidos
fueron lavados con PBS-Tween 20 y e incubados con el anticuerpo secundario anti-IgG de raton
hecho en cabra y acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC). Las muestras fluoreceinadas
fueron tratadas con RNAsa 20 minutos y lavadas con una solucién SSC 2x. Los ntcleos fueron

tefiidos con ioduro de propidio y los tejidos fueron montados con vectashiel (Vector, USA).
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RESULTADOS

Se amplificaron por PCR y secuenciaron los 8 exones del gen CYP17A1 de 3 pacientes con
cariotipo 46,XY y con caracteristicas clinicas de deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa. Asi
como de los 9 exones del gen CYPI11BI de 3 pacientes con cariotipo 46,XY con fenotipo

masculino o ambiguo.

CYP17A1. El estudio molecular del gen CYP17A1 en los pacientes 46,XY con fenotipo femenino.

Caso 1. Se encontré una transversion homocigota de una citosina por una adenina en el exén 5.
Esta sustitucion provoca un cambio de Serina (TCA) por un codén de paro (TAA) en el

aminodcido 288 (5288X) (Figura 8).

\
= \

Figura 8. Electroferograma parcial de la secuencia del gen CYP17A1
A. Corresponde a una secuencia de referencia. B. Secuencia del paciente IL.5 del Caso 1
Caso 2. Se estudi6 el caso III.13 con datos clinicos compatibles con hiperplasia suprarrenal
congénita pro deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa; se secuenciaron los 8 exones del gen

CYP17Alencontrando la mutaciéon S288X.

Caso 3. Se estudio la familia nuclear se identific6 que la madre era heterocigota para la
mutacion K110X y el padre heterocigoto para la mutaciéon R362H y el caso indice fue un

hetrocigoto compuesto. Ambas mutaciones no han sido reportadas en la literatura.
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La primera es una mutacién sin sentido que consiste en la insercién de un timina en la posicién
2758 del exén 2 que cambia una lisina (AAG) por un codén de paro (TAA) designada como
K110X (Figura 9). El segundo alelo contenia una mutacién de sentido equivocado que consiste
en la transicién de una Guanina por una adenina en la posicién 5555 en el exén 6 que cambia
una Arginina (CGC) por Histidina (CAC) designada como R362H (Figura 9). También se
encontré que la paciente era heterocigoto para 4 polimorfismos previamente descritos, 2 en el
ex6n 1 (rs 6162 [T/C]), rs 6163 [G/T]), otro en el intrén 3 (rs1004467 [T/C]) y uno en el intrén 6

(rs17115100 [C/ A]).

G T N A N G G N ¥ T € N CC TC
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Figura 9. Electroferograma parcial de la secuencia del gen CYP17A1
Secuencia del paciente I1.1 del caso 3, donde se muestran las dos mutaciones presentes
[2757°2758 insT]+[555G>A].
Con el fin de determinar la expresiéon y localizaciéon de la proteina mutante en el tejido gonadal

de la paciente, se realizé6 inmunohistoquimica, utilizando como controles positivos tejido

testicular adulto sano y glandula adrenal (Figura 10).
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TESTICULO

GLANDULA ADRENAL

Figura 10. Inmunohistoquimica para detectar la proteina codificada por el gen CYP17A1.
Se utilizaron como tejidos control positivos testiculo (A) y glandula adrenal (C),
Controles negativos sin anticuerpo primario de testiculo (B) y glandula adrenal (D).
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Se observé que el tejido gonadal de la paciente fue negativo en el andlisis de inmuhistoquimica

para CYP17A1, demostrando que la proteina mutante est4 ausente (Figura 11).
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Figura 11. Inmunohistoquimica para detectar la proteina codificada por el gen CYP17A1 en el
tejido gonadal de la paciente (Caso 3). A. Corresponde a tejido incubado con y B sin
anticuerpo primario.

Debido a que el tejido gonadal de la paciente histolégicamente corresponde a un testiculo
disgenético, fue necesario demostrar que la ausencia de la proteina mutante 17a-hidroxilasa no
se debe a la atrofia del tejido. Para ello, se realizé6 inmunohistoquimica para detectar 33-HSD,

encontrdndose que el testiculo de la paciente es funcional ya que se demostré la presencia de

3 B-HSD en las células esteroidogénicas o células de Leydig (Figura 12).
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B. Testiculo control y C. Glandula adrenal como control positivo.
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CYP11B1. Estudio molecular del gen CYP11B1 en los pacientes 46,XX con fenotipo masculino.

Caso 4. En esta familia se estudiaron 2 casos, I1.3 y II1.10. En ambos casos se present6 una
transicion homocigota de citosina (CCC) por timina (CTC) en la posicion 4791 del exén 8, esta

sustituciéon provoca un cambio de una prolina por una leucina en el aminoacido 442 (Figura 13).

150 60 150 160
ACCACGTC(GICTCITTTGQPCACGT GICCCITTT G G(

II1.3 y II1.10 del caso 4. A. Corresponde a la secuencia de referencia y B. Se muestra la
mutacion de los pacientes de manera heterocigota C4791T que provoca un cambio de
Prolina por Leucina en la posicion 442 de la proteina.

Caso 5. Se estudié el paciente II.1 donde se identific6 una insercién homocigota de 11
nucle6étidos ACAGTACACCA en la posiciéon 3467 del exon 5 (Fig. XX). Ademas se realiz
diagndstico prenatal en el caso I1.2 utilizando DNA extraido de liquido amniético, encontrando
la misma mutacién (Figura 14). Sin embargo, el cariotipo del bebé fue 46,XY y aunque fue
homocigoto para la misma mutacién que el hermano, el tratamiento con dexametasona fue
suspendido, ya que éste farmaco se utiliza para evitar la virilizacién de un bebé femenino y al

ser varon ya no fue necesario.
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Figura 14. Electroferograma de la secuencia del gen CYP11B1 representativo de los pacientes
II.1 y I1.2 del caso 5. A. Corresponde a la secuencia de referencia y B. Se muestra la mutacién
de los pacientes que corresponde a una insercion de 11 bases en el exén 5, lo que provoca un

cambio en el marco de lectura.
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DISCUSION

En esta tesis se informa de 5 familias con un total de 6 casos afectados. En dos de las familias se
lleg6 al diagnodstico clinico y molecular de Hiperplasia Suprarreal Congénita (HSC) por
deficiencia de 11B-hidroxilasa. Clinicamente esta patologia se caracteriza por presentar

evaluacion en la tension arterial en edad temprana por sobreproduccién de desoxicorticosterona

(DOCA).

En los casos 46,XX se observa ambigiiedad genital secundaria a virilizaciéon de los genitales
externos (Li-Qiang et al., 2008). Existen 68 mutaciones reportadas en la literatura, las dos

mutaciones encontradas en los caos 4 y 5 no han sido previamente reportadas.

La porcién del sulfhidrilo de Cys450 en P450c11 compone el quinto sitio de coordinacién de la
zona de unién 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 1lhidroxilasa (Li-Qiang et al., 2008). Por lo tanto, podemos suponer que la

mutacion P442L, encontrada en el caso 4 se comporta de manera similar.

Por otro lado, las inserciones pueden causar alteraciones en la transcripcion del DNA debido al
cambio en el marco de lectura y por tanto cambiar la secuencia el péptido resultante, como

sucederia en el caso 5 donde se presenta una mutacioén por la inserciéon de 11 nucleétidos.

La deficiencia de 17a-hidroxilasa/17,20-liasa es una causa poco frecuente de HSC vy las
mutaciones descritas en el gen CYP17A1 causan deficiencia aislada o combinada de 17c-

hidroxilasa/17,20-liasa. Los pacientes 46,XY estdn considerados dentro del grupo de DSD XY
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que antes eran denominados como pseudohermafroditas masculinos, ya que de acuerdo a la
actividad enzimatica residual presentan diversas alteraciones en la virilizacién y ausencia de

desarrollo puberal (Brooke et al., 2006).

Hasta el momento han sido reportadas 72 mutaciones en la literatura y las encontradas en

nuestros casos no corresponden a ninguna de éstas.

La mutacién S288X encontrada en los casos 1 y 2 es una transversiéon que genera un codén de
alto prematuro, truncando la proteina y de esta manera disminuyendo su funcién. Debido a que
s6lo una de las pacientes presento crisis hipocalémica en la edad adulta, podemos suponer que

existe cierta actividad residual de la enzima.

En el caso 3 el estudio molecular mostré una mutacioén heterocigota compuesta, K110X/R362H,

y ninguna de las dos mutaciones ha sido reportada previamente.

El codén de alto prematuro en K110X generé una pérdida de 399 aminoécidos, dejando
posiblemente, una proteina trunca de 109 aminoécidos sin actividad enzimatica. La sustitucién
de arginina por histidina en la posicién 362 en la mutaciéon R362H se localiza en un espacio
tridimensional contiguo al extremo terminal de la proteina. Este sitio tiene 2 importantes
funciones: es critico para la unién 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 et al., 2004; Wong et al., 2007).

El andlisis de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia orientan a pensar que el alelo con el

codén de alto genera una proteina pequefia e inestable que no se traduce, y también sugieren
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que la sustituciéon de sentido equivocado no sélo tiene un impacto negativo en la funciéon 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 los casos 1, 2 y 4 provienen de comunidades endogdmicas 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 et

al., 2006).
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CONCLUSIONES:

¢ El diagnodstico clinico de deficiencia de 11B-hidroxilasa o deficiencia de 17a-
hidroxilasa/17,20-liasa basado en caracteristicas clinicas y valores de laboratorio, fue
corroborado mediante el estudio molecular.

¢ Se identificaron 3 nuevas mutaciones en el gen CYPI7A1: S288X y K110X/R362H en
pacientes con deficiencia de la enzima 17a-hidroxilasa/17,20-liasa.

¢ Se identificaron 2 nuevas mutaciones en el gen CYPIIBI1: P442L y 3467/3468ins
ACAGTACACCA en pacientes con deficiencia de la enzima 11p-hidroxilasa.

¢ 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 las enzimas 11B-hidroxilasa y 17a-hidroxilasa/17,20-liasa.

¢ El diagnoéstico molecular prenatal es una herramienta viable que permite aplicar el
tratamiento adecuado y oportuno (in itero), con el que pueden evitar efectos
irreversibles en los genitales del bebé y por tanto en el desarrollo sexual en la vida de los

pacientes.
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