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RESUMEN

Introduccidn: la hiperplasia suprarrenal congénita es un trastorno enzimatico de las glandulas
suprarrenales, con herencia autosémica recesiva. El déficit de la enzima 21-hidroxilasa
representa el 95% de los casos diagnosticados, considerado como potencialmente grave vy letal,
requiere un diagndstico temprano.

Objetivo: caracterizar molecularmente a familiares de primer grado y neonatos diagnosticados

por tamizaje con hiperplasia suprarrenal congénita.
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Método: se realizd estudio descriptivo transversal, tipo serie de casos, en la totalidad de los
neonatos diagnosticados con hiperplasia suprarrenal congénita, a través del tamizaje, de la
provincia de Holguin, Cuba, en el periodo de enero del 2005 a diciembre del 2012. Se efectuaron
estudios moleculares a estos pacientes y sus familiares de primer grado, para conocer las
mutaciones causantes.

Resultados: se lograron identificar las mutaciones en tres familias, para el 37,5%. Se identificaron
tres madres portadoras sanas y una enferma y entre los padres, el 25% presentdé mutaciones,
uno portador sano y otro enfermo. La mutacién mas frecuentemente encontrada fue la del
intron 2 en el 50% de los familiares de primer grado y varias combinaciones en el gen activo y en
el seudogen.

Conclusiones: la identificacién de las mutaciones causantes de la enfermedad en estas familias
permitié determinar familiares con riesgo genético, asi como trazar estrategias en proximos
embarazos y brindar la posibilidad de efectuar estudios prenatales que permitan poner
tratamiento en los casos positivos.

Palabras clave: hiperplasia suprarrenal congénita, caracteristicas clinicas, enzimas causantes,

estudio molecular, tamizaje.

ABSTRACT

Introduction: congenital adrenal hyperplasia is an enzymatic disorder of the adrenal glands, with
autosomal recessive inheritance. The 21-hydroxylase enzyme deficit represents 95% of the
diagnosed cases; considered potentially serious and lethal, it requires early diagnosis.

Objective: molecular characterization of first-degree relatives and neonates, who by screening,
are diagnosed with congenital adrenal hyperplasia.

Method: a cross-sectional descriptive study, series of cases type, of all infants diagnosed with
congenital adrenal hyperplasia through screening, was done in the province of Holguin
comprising the period between January 2005 and December 2012. Molecular studies were
carried out with these patients and their first-degree relatives to know the causative mutations.

Results: the mutations were identified in three families, representing 37.5%.
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Three healthy and one sick carrier mothers were identified; and among the fathers, 25%
presented mutations, one healthy and one sick carrier. The most frequently found mutation was
the one of Intron 2 in 50% of first-degree relatives, and several combinations in the active gene
and the pseudogen.

Conclusions: identifying the mutations that cause the disease in these families, helped to
determine family members with genetic risk, design strategies in future pregnancies, and offer
the possibility of carrying out prenatal studies which allow for treatment in positive cases.

Key words: congenital adrenal hyperplasia, clinical characteristics, causing enzymes, molecular

study, screening.
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Introduccion

La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) es una enfermedad genética con herencia autosémica
recesiva, en la que la sintesis de cortisol estd bloqueada, lo cual provoca un aumento de ACTH
(hormona corticotropa hipofisaria) y la sintesis de otras hormonas producidas anteriormente al
bloqueo, causado por diferentes mutaciones en una de las enzimas que regulan la

esteroidogénesis en la corteza adrenal (cortisol, aldosterona y hormonas sexuales).(l’z)

La causa mas frecuente es por la deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa, debido a la alteracidn
del gen CYP 21A2 (antes denominado CYP 21B), que codifica esta enzima, en estrecha relacién
con el locus B del complejo mayor de histocompatibilidad del antigeno leucocitario humano

(HLA).
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Todas las formas clinicas estan asociadas a mutaciones en este gen, por lo que en la actualidad
todos los pacientes deberian tener un diagndstico genético que identifique las mutaciones,
ademas del diagndstico hormonal y clinico; paralelamente, se debe hacer un estudio familiar que

permita realizar el diagnédstico de portadores o de formas no clasicas.®®

La HSC puede afectar tanto a los niflos como a las nifias. Alrededor de 1 de cada 10 000 a 18 000
ninos nacen con esta enfermedad. La incidencia de las formas clasicas es de 1:15 000 nacimientos

y en las formas no cldsicas de 1:500-1:1 000, en poblacion de raza blanca.?

La deteccién neonatal sistematica, mediante la impregnacidon de sangre sobre papel secante,
entre el 5to. y el 10mo. dias de vida, determina las cifras de 17 hidroxiprogesterona (170HP),
permite diagnosticar la enfermedad y salvar a un nidmero de nifilos que pueden presentar la
forma clinica severa perdedora de sal, los que habrian muerto en ausencia de un diagndstico
correcto. En el tamizaje neonatal no se llega a identificar la totalidad de recién nacidos con

formas moderadas de la enfermedad. *%”

El desarrollo de técnicas en biologia molecular ha permitido aumentar la fiabilidad del
diagndstico precoz. El estudio molecular es imprescindible para el consejo genético de estas
familias, en que, ademas de los enfermos, pudieran estar otras personas afectadas con forma
moderadas con déficit de 21-hidroxilasa, en su forma no clasica con expresividad clinica o sin ella,
y pudieran existir portadores sanos que estarian en riesgo de tener otro descendiente enfermo.
El estudio molecular permite identificar familias en riesgo y ofrecer asesoramiento genético en el

periodo preconcepcional y en etapa prenatal, lo que posibilitara tener hijos sanos.®®

La incidencia en Cuba es de 1:15 931 nacidos vivos y analizando los datos estadisticos en la
provincia de Holguin se tiene como resultado una prevalencia en pacientes con HSC de 0,83 por
cada 10 mil nacidos vivos. Esta prevalencia, en una enfermedad potencialmente grave o letal,
gue puede incidir en la morbimortalidad infantil del territorio holguinero, requiere, ademas de
un diagndstico temprano, la caracterizaciéon de las familias en riesgo, lo que puede lograrse a

través del estudio molecular de los enfermos y sus familiares.
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En Holguin, la implementacion de tamizaje para esta enfermedad comenzé en enero del 2005,
cuando se identificaron ocho enfermos. La frecuencia de la dolencia hizo sospechar que pudieran
existir otras personas en riesgo en estas familias y de ahi la importancia de caracterizarlas

molecularmente.

Método

Se realizd un estudio transversal tipo serie de casos, con un total de ocho enfermos con HSC
diagnosticados por tamizaje neonatal desde enero del 2005 a diciembre del 2012 en la provincia
de Holguin, Cuba. Del universo, constituido por 97 576 nacidos vivos, la muestra quedd
conformada por ocho pacientes. Se solicitd a las ocho familias consentimiento informado, las que
aceptaron, lo que permitié efectuar el examen fisico de cada enfermo y sus familiares de primer
grado, asi como la extracién de sangre periferica para estudio de ADN, con el propdsito de

identificar las mutaciones causantes.

El estudio molecular directo se efectud para (G318X, P30L, del 8pb, intron 2) las cuatro
mutaciones estandarizadas en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de

Genética (CNGM) de La Habana, Cuba, donde fueron analizadas las muestras.

Durante esta investigacion se respetaron los principios éticos de la Declaracidon de Helsinki para
investigaciones médicas. Estas familias también dieron su aprobacién para que se publicaran

estos resultados, siempre que fueran en revistas cientificas y no se revelara su identidad.

Resultados
Se realiz6 estudio molecular en siete de ocho enfermos, para el 87,5%, pero se logré determinar
mutaciones en solo tres casos, para el 37,5%. En estos tres pacientes se identificd la mutacidn
intron-2, en los otros tres casos no se encontraron ninguna de las cuatro mutaciones estudiadas
en el laboratorio CNGM y dos afectados no se estudiaron.
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No se lograron estudiar dos enfermos, el primero, el paciente 6, nacido en enero del 2005,
fallecié antes que llegara el resultado del tamizaje neonatal, un varén que hizo una forma
neonatal grave perdedora de sal, con vomitos que lo llevaron a una deshidratacion severa

irreversible; el otro, el paciente, el 7, aun no se ha podido estudiar por traslado a otra localidad.

Como muestra la (tabla 1), la mayoria de los enfermos presentan mutacién para el intron 2,
descrito como la mutacién mds importante en la presentacién clinica mas grave, la forma
neonatal perdedora de sal. Esto nos hizo especular que era probable que el neonato que fallecio
tuviera esta mutacion, por lo cual se considerd importante estudiar a los padres y su hermano,

gue constituyen una familia de riesgo.

Tabla I. Resultado del estudio molecular de pacientes con HSC

Pacientes Resultado del estudio molecular

Paciente 1 No se encontrd ninguna de las cuatro mutaciones
Paciente 2 No se encontrd ninguna de las cuatro mutaciones
Paciente 3 Homocigdtico G318X y heterocigdtico P30L, del 8pb, intron 2
Paciente 4 Homocigdtica intron 2

Paciente 5 No se encontrd ninguna de las cuatro mutaciones
Paciente 6 No pudo estudiarse

Paciente 7 No se estudio

Paciente 8 Heterocigética intron 2

Fuente: Informes finales de los estudios moleculares.

Se efectud analisis de ADN de padres y hermanos de los enfermos: en dos familias, la del
paciente 1 y el paciente 5, no se identificd ninguna de las cuatro mutaciones estudiadas, y la

familia 7, a la que tampoco se le han estudiado los familiares de primer grado.
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En la familia 2, solo la madre presenta una mutacién en el intron 2, una paciente sana portadora;
en la familia 3, la madre homocigota para la mutacién intron 2 en el gen activo y en el seudogen
otra mutacidon P30l; por los estudios hormonales y clinicos se llega al diagndstico de HSC, fue
atendida por infertilidad y logra su Unico embarazo a los 38 afios; el padre, similar a su esposa
homocigdtico para intron 2 y en el seudogen otra mutacidon G318X, este matrimonio de la misma
region geografica que, aungue no se reconocen como consanguineos, no se puede descartar

posible consanguinidad.

Tabla Il. Estudios moleculares de los familiares de primer grado de cada paciente

Familia Estudio Molecular de lamadre | Estudio molecular del | Estudio molecular del hermano
padre

Familia del Paciente 1 | No mutacién No mutacién No tiene

Familia del Paciente 2 | Heterocigotica intron 2 No mutacion No mutacion

Familia del Paciente 3 | Homocigdtico intron 2 y | Homocigético intron2 y | No hermanos

Heterocigdtico P30L Heterocigdtico G318X
Familia del Paciente 4 | Homocigético intron 2 No mutacion Homocigético intron 2
Familia del Paciente 5 | No mutacién No mutacién No hermanos
Familia del Paciente 6 | Heterocigotica intron 2 No se estudié Heterocigdtico del8pb, intron 2, P30L, no
tiene G318X
Familia del Paciente 7 | No se estudio No se estudié No se estudié
Familia del Paciente 8 | No mutacién Homocigético intron 2 No mutacién

Fuente: Informes finales de los estudios moleculares.

En la familia 4, la madre homocigética para intron 2 en el seudogen, con estudio hormonal y
clinico negativos, portadora sana; su esposo, sin ninguna mutacidn; sin embargo, su hijo mayor,
con la misma mutacién que ella en el gen activo, tuvo examen fisico positivo para la enfermedad

y se le indicé estudio hormonal.

La familia 6 del neonato fallecido, su madre en el gen activo con mutacién del intron 2
homocigdtica, con estudio hormonal y clinico positivo para HSC, considerada enferma. El padre
no se quiso estudiar y su Unico hermano en el seudogen varias combinaciones heterocigotos para
las mutaciones del8pb, intron 2, P30L, con estudio hormonal y clinico negativo, considerado
portador sano.
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En la familia 8 solo el padre presentd mutacién para intron 2 de forma homocigdtica en el
seudogen, con estudio hormonal y clinico negativo. Estos resultados se pueden valorar en la

(tabla I1).

Como describe la tabla anterior, la mutacién mas frecuentemente detectada fue la intron 2 en
cuatro madres, para el 50%, y en los padres solo en dos de estos, para el 25%; en los hermanos
de los enfermos se mostrd de forma similar a los padres, al exhibir combinaciones con el intron

2.

Discusion
La HSC en mas del 95% se ocasiona por déficit de enzima 21-hidroxilasa, el gen correspondiente
a esta enzima, conocida también como citocromo P450c21, se localiza en el brazo corto del
cromosoma 6 (6p21.3). En realidad existen dos genes: el gen funcional CYP21B (expresa la 21-
hidroxilasa) y un pseudogen no funcional, llamado CYP21A. Ambos genes se encuentran muy
cercanos y poseen una alta homologia entre si, tienen una longitud de unos 3,4 kpb y contienen

10 exones y 9 intrones. (1.3)

La CYP21, 21-hidroxilasa o P450c21, es una enzima miembro de la superfamilia del citocromo
P450, codificada por un gen identificado en 1985. En realidad, existen dos genes CYP21, llamados
CYP21A y CYP21B. EI gen CYP21A no funcional, codifica una proteina activa truncada sin
actividad biolégica, mientras que el gen CYP21B codifica la proteina activa. (2:5)

La gran mayoria de las mutaciones que causan déficit de 21-hidroxilasa se producen por alguno
de estos dos mecanismos:'¥

- recombinacién asimétrica entre los genes CYP21B y CYP21A durante la meiosis, debido a la
alta homologia entre ambos,

- o bien por microconversiones génicas que introducen en el gen CYP21B mutaciones
puntuales por transferencia desde el pseudogen CYP21A (y viceversa). El pseudogen se comporta

como un reservorio de mutaciones.®”
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Entre las mutaciones que causan déficit de 21-hidroxilasa existen dos grupos: grandes
mutaciones (grandes deleciones, conversiones génicas y duplicaciones) y mutaciones puntuales.
El primer grupo de mutaciones constituye el 25% de las causantes del déficit de 21-hidroxilasa y
se detectan por la técnica de Southern Blot, que no esta montada en el laboratorio del CNGM. El
segundo grupo, las mutaciones puntuales, abarca el 75% restante de las mutaciones causantes
del déficit. En el laboratorio del CNGM se realiza el estudio de cuatro de estas mutaciones (P30L,
intrén 2, delecién de 8 pb y G318X), mediante RFLP (restriction fragment length polymorfism).

Otras dos mutaciones (1172N y P453S) no estan en estudio, debido a la falta de reactivos. &0

En esta enfermedad autosémica recesiva pueden ocurrir en un mismo cromosoma mas de una
mutacién, debido a los dos mecanismos explicados anteriormente. Estos individuos no son

. 11,12
enfermos, puesto que su otro cromosoma es normal (funcional). (11,12)

Los mecanismos de dafo génico responsables del defecto son principalmente la conversién
génica y la delecion parcial o total del gen. La conversion génica es la causa mas frecuente y se
estima que es responsable de mas del 80% de los casos con deficiencia de 21-hidroxilasa. La
conversion génica conduce a la inactivaciéon del gen CYP21, al incorporarse a estas secuencias
normalmente presentes en el seudogen inactivo y altamente homélogo, denominado CYP21P. De
esta forma el traspaso de secuencias de un gen inactivo al activo conduce a la sintesis de una
enzima con una reducida o nula actividad, que determina la caida en las concentraciones de

cortisol y aldosterona. (13-15)

Se conoce que la mutacidon mas importante aparece en el gen activo, que en la mayoria de los
casos aparecio la mutacién del intron 2, que se sabe que es una zona de |2 splice: cambio de A a

G en el intron-2, que crea un sitio de splicing aberrante.®

A diferencia de otras enfermedades recesivas, donde es frecuente presentar la misma mutacidn
en los dos alelos, en el déficit de 21-hidroxilasa los enfermos son frecuentemente heterocigotos

compuestos o dobles heterocigotos: es decir tienen diferentes mutaciones génicas en cada alelo.
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La mayoria de las mutaciones de la 21-hidroxilasa es consecuencia de recombinaciones entre el
gen CYP21B y el seudogen CYP21A, que originan mutaciones puntuales, deleciones y
conversiones que afectan la actividad de la enzima. Los pacientes con déficit de 21-hidroxilasa
tienen gran frecuencia de HLA BW47 y menor frecuencia de HLA BW51, BW53, BW60 y DR7.
Ambos genes se encuentran adyacentes a los genes C4A y C4B, que codifican para el cuarto

componente del complemento; el orden de los genes es C4A-CYP21A-C4B-CYP21B. (1718

Por estudios de caracterizacién molecular en pacientes con diferentes tipos de deficiencia de 21-
hidroxilasa se identificaron varias mutaciones: *&*°)

a) deleciones en estado homocigoto del gen CYP21B en la forma clasica perdedora de sal.

b) pequefos intercambios de secuencia entre los genes CYP21A y CYP21B, fendmeno
denominado "conversion génica", que conduce a la transferencia de una de las mutaciones del
seudogen al gen funcional; ademas se han identificado varios polimorfismos normales en el gen

CYP21B, los cuales no afectan la actividad de 21-hidroxilasa.*”

La observacion de que el gen de la 21-hidroxilasa se segrega junto con los determinantes
antigénicos del complejo HLA-B, sugirié el estudio de haplotipos de CMH en familias afectadas
con la deficiencia de 21-hidroxilasa, lo que ha permitido establecer que cualquier miembro de
una familia que comparta haplotipos con el sujeto afectado es portador del gen del defecto

enzimatico.?%2Y

Debido a la importancia del diagndstico precoz de la HSC, principalmente la variedad con pérdida
salina, se ha decidido en muchos paises y en Cuba establecer el tamizaje neonatal para HSC, al
realizar un diagndstico precoz, para lograr un tratamiento oportuno en estos pacientes, por lo

gue ha disminuido la mortalidad infantil por esta causa.

En Cuba, con la posibilidad de que el Centro de Inmunoensayo ha desarrollado kit diagndstico de
UMELISA (traducido al espafiol, ensayo inmunoenzimatico ligado a la enzima) 170H progesterona
NEONATAL, utilizado en todo el pais, en los laboratorios con la tecnologia de Sistema Ultramicro

Analitico (SUMA),
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se inicié el Programa de Diagndstico Precoz de HSC en el 2005 y afios posteriores se comienzan
los estudios moleculares que permiten la tipificacion de las 4 mutaciones mas frecuentemente
descritas para esta enzima, que complementan el diagndstico con el estudio clinico-hormonal y

justifican su realizacion en los pacientes diagnosticados con HSC.

Establecer el diagndstico de HSC es importante para el asesoramiento genético de las familias en
riesgos, donde la consanguinidad entre los matrimonios aumenta la probabilidad de que
aparezcan mas descendientes enfermos y efectuar el estudio molecular permite conocer el
estado de homocigético y heterocigético, ademas de posibilitar la realizacién de un adecuado
asesoramiento a los portadores sanos, que constituyan parejas de riesgo genético, con

probabilidad de presentarse en su descendencia enfermos en el 25% de los casos.

Conclusiones

La identificacion de las mutaciones causantes de la enfermedad en estas familias permitid
determinar familiares con riesgo genético, asi como posibilitara trazar estrategias en préximos
embarazos y brindard la posibilidad de efectuar estudios prenatales que permitan poner

tratamiento en los casos positivos.
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