Deteccion de la mutacion 172N en pacientes
cubanos con hiperplasia suprarrenal congénita
por insuficiencia de 21 hidroxilasa

w

>>> Lahiperplasia suprarrenal congénita (HSC) constituye la causa mas frecuente de
ambigiliedad sexual. El diagndstico molecular es de mucha utilidad, el 95 % de los casos

son producto de mutaciones que ocurren en el gen que codifica la enzima 21a-
hidroxilasa. En el siguiente trabajo se estudia la utilidad de deteccién de la mutacién
1172N en pacientes con HSC por insuficiencia de 21 hidroxilasa.
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RESUMEN

Fundamento: la hiperplasia suprarrenal
congénita constituye la causa mas frecuente de
ambigiiedad sexual en la infancia y aproxima-
damente el 95 % de los casos son producto de
mutaciones que ocurren en el gen que codifica la
enzima 21a-hidroxilasa. El diagndstico molecular
constituye un elemento a considerar para el
manejo y asesoramiento genético a pacientes y
familiares enriesgo.



Objetivo: identificar lamutacién 1172N, determinar
su frecuencia en la poblacién estudiada y su
posible relacién con los fenotipos clinicos encon-
trados.

Métodos: se realizd un estudio descriptivo, de
corte transversal, durante el periodo 2014-2016 a
pacientes cubanos con diagndstico de hiperplasia
suprarrenal congénita por insuficiencia de 21-OH
atendidos en el Instituto de Endocrinologia de La
Habana. El universo de estudio quedd constituido
por 32 pacientes. Los resultados se presentaron en
tablas o graficos segin fue mas factible mostrar la
informacidn.

Resultados: [a mutacién 172N fue identificada en
individuos de ambos sexos y se establecid su
relacion con las formas clasicas de la enfermedad.
En la poblacidn estudiada se ubicé dentro de las
tres mutaciones mas frecuentes de las pesqui-
sadas hasta el momento en el Centro Nacional de
Genética Médica de la Habana a pacientes con
hiperplasia suprarrenal congénita por insuficiencia
de210H.

Conclusiones: el método estandarizado demostro
ser reproducible y confiable para el diagndstico
molecular de los individuos con hiperplasia supra-
rrenal congénita por insuficiencia de 21-OH. La
mutacién 172N se ubica dentro de las tres mas
frecuentes en la poblacién cubana estudiada y se
relaciona conlasformas clasicas dela enfermedad.
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INTRODUCCION

La hiperplasia suprarrenal congénita
(HSC) es una enfermedad autosdmica recesiva
caracterizada por un déficit del funcionamiento de
una de las enzimas implicadas en la biosintesis de
cortisol a partir del colesterol (1-3).

Constituye la causa mds frecuente de
ambigiiedad sexual, ambos sexos son afectados
por igual y las manifestaciones clinicas dependen
del déficit enzimatico en cuestidn, asi como, de la
etapa de la vida en la que se presenten (4).
Aproximadamente el 95% de los casos se producen
por mutaciones en el gen CYP21A2 localizado en el
cromosoma 6p21.3, el cual codificala enzima 21-OH

(5-8).

Los resultados de diferentes programas
de tamizaje en el mundo, demuestran que la HSC
esrelativamente comun (9,10).

La prevalencia estimada a nivel mundial
oscilade1:10000a1:20 000, ylaincidenciaanual se
estima que estd entre1:5000a1:15000 (11).

Desde el punto de vista clinico el déficit de
21-OH se caracteriza por presentar un espectro
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muy amplio de manifestaciones, las cuales consti-
tuyen el resultado de la afectacidn genética
molecular, es decir, esta heterogeneidad clinica
estd directamente ligada al grado de afectacién de
los alelos del gen CYP21A2.(3,6,12,13)

Se clasifica en 2 grandes grupos: formas
clasicas y no clasicas y se considera un tercer grupo
que incluye las formas cripticas. Dentro de las
formas clasicas se incluye la variedad perdedora
sal (PS) y la virilizante simple (VS). Las formas no
cldsicas se manifiestan en la infancia por la
presencia de pubarquia precoz, seudopubertad
precoz eincluso una pubertad precoz central;enla
adolescencia se muestra con manifestaciones de
hiperandrogenismo, dadas por grados variables
de acné, hirsutismo, trastornos menstruales,
ovulatorios; y de la fertilidad, en la adultez. Las
formas criticas, por su parte, son asintomaticas y
solo detectadas en estudios poblacionales. (2,

3,6,14)

En los Ultimos afios el prondstico de la
HSC ha mejorado sustancialmente a partir de la
implementacion del tamizaje neonatal en la
poblacién general, lo que hace posible la identifi-
cacion de casos en etapas mas tempranas de la
vida, debido a la incorporacion de nuevas tecnolo-
gias que permiten acortar los tiempos al diagnds-
ticoy tratamiento, conla consecuente mejoraenel
prondstico de los casos detectados y confirma-
dos.(11)

En los pacientes diagnosticados por el
programa cubano de deteccidén precoz debe
realizarse el diagndstico mediante un analisis
genético-molecular. Por ello, se disefid esta inves-
tigacion con el objetivo de identificar la mutacidn
[172N en los pacientes con diagndstico de HSC por
deficiencia de 21-OH; delinear el fenotipo clinico a
partir de los genotipos determinados, que permita
realizar un acercamiento a la relacidon genotipo-
fenotipo de esta entidad en la poblacidn cubana.
Ademas de complementar el diagndstico bioqui-
mico neonatal con un estudio molecular mas
amplio, que incluya a la mutacién, que segun
estudios de correlacién genotipo-fenotipo reali-
zados en diferentes regiones del mundo, se
describe como la mas relacionada con la forma
clasica virilizante simple. También se elevaria la
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calidad del asesoramiento genético prenatal y
posnatal de individuos afectados y de parejas de
altoriesgo de tener descendencia afectada.

METODOS

Se realizé un estudio de tipo descriptivo,
de corte transversal, en pacientes cubanos con
diagndstico de HSC por déficit de 21-OH atendidos
en el Instituto de Endocrinologia de la Habana que
abarcé el periodo comprendido entre 2014-2016.
El universo de estudio quedd constituido por 32
pacientes. La informacién se recogié mediante
consulta de las historias clinicas de los pacientes
con HSC por déficit de 21-OH y los datos recogidos
fueron llevados a una planilla disefiada al efecto.
Las variables analizadas fueron: edad, sexo social,
edad al diagndstico, forma clinicade HSC, diagnds-
tico por programa de pesquisa, antecedentes
familiares de HSC, consanguinidad, muerte neo-
natal inespecifica, crisis genital del recién nacido,
vomitos, pérdida de peso, episodios diarreicos,
alteraciones electroliticas, genitales ambiguos,
hiperpigmentaciéon genital, macrogenitosomia,
trastornos menstruales, hirsutismo, pubertad pre-
coz, pubarquia, acné, virilizacidon de los genitales
externos, cromatina oral, sexo cromosdmico, gen
SRY, diagndstico molecular previo, mutaciones
estudiadas con anterioridad, resultado de estudio
molecularanterior, mutacion 172N gen CYP21A.

Se tuvieron en cuenta los principios bio-
éticos de la investigacion, por lo que este estudio
fue aprobado por el consejo cientifico y de éticade
la institucidn. Para la identificacion de la mutacién
[172N en el gen CYP21A2 se realizd el proceso de
estandarizacidn, segun el protocolo llevado a cabo
por Plensa Nebot y cols(15). aplicado en las
condiciones del estudio.

Los resultados del analisis molecular
fueron evaluados y de acuerdo a la forma de
distribucidn de los datos se aplicaron test estadis-
ticos descriptivos con medidas de tendencia
central como promedio, razones y test de asocia-
cion Chi’y se consideraron los resultados significa-
tivos para una p<0,05. El programa de analisis que
se utilizd fue SPSS v 19,0 y los resultados se
presentaron en tablas o graficos segin fue mas
factible mostrarlainformacion.
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>>> RESULTADOS

Respectoaladistribucidon de los pacientes
estudiados de acuerdo a grupos de edades y sexo
predomind el sexo femenino con 27 pacientes que
representdé el 84,4 % y solo 5 (15,6%) correspon-
dieron al sexo masculino, para una razén F: M de
5:1; lo cual esta en correspondencia con lo que se
esperaria para los rasgos influidos por el sexo. En
los varones evaluados predominaron los que se
encontraban en edad escolar (9,4 %) y en su
mayoria, las pacientes femeninas estudiadas
fueronadolescentes (34 %).(Tabla1).

> > Tablal: Distribucidn de pacientes estudia-
dosseguinsexoygrupos de edad.

Sexo social Total

Grupos segin edad Femenino Masculino

Mo O™ No %t No %*
Recién nacido ] ] ] ] a 0
Lactante i} 0 0 0 (§] o
Pre-escolar 5| 3,1 F3 33 2 6,2
Escolar Fi 21,9 3 9.4 10 31,3
Adalescents 11 344 1 2 | 12 375
Adulto g 25,0 0 0 a8 25,0
Total 27 84,4 5 15,6 32 100

8%~ Respecto al totel de casos.

De los 32 pacientes estudiados no fue
posible detectar la mutacion en un 84 % de los
casos, solo 5 (16 %) resultaron positivos para la
mutacién objeto de estudio. (Grafico1).

> Grafico I: Resultado de estudio molecular
enlapoblacidn estudiada.

#Positive

Negativo

16%

Tres de las muestras analizadas mostra-
ron 2 bandas; una de 416pb correspondiente al
alelo normal y otra de 394pb correspondiente al
alelo mutado, resultaron ser heterocigdticos para
la mutacién y en otras 2 muestras se pudo
identificar, una Unica banda correspondientea3 9
4 p b;resultaron estos pacientes genotipicamente
homocigéticos. (Figura1).

> > Figura I: Foto de un gel de agarosa al 3%
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donde se muestra la corrida electroforética de los
productos de PCR. Banda correspondiente al alelo
normal: 416pb. Banda correspondiente al alelo
mutado: 394pb. (+ / -) Heterocigdtico para la
mutacion. (+/+)

Homocigético para la mutacidn. (-/-) No portador
delamutacion.marc50pb ADN ladder.

Marc [+ [H (W4 W4 W 4 (4

Al analizar la distribucidn de la poblacidn
estudiada en cuanto a sexo y genotipo para la
mutacion 1172N se encontrd, que del total de casos
positivos (n=5) el 80 % pertenecian al sexo feme-
nino, presentdndose tanto en homocigosis como
en heterocigosis. El Unico varén afectado resulto
ser genotipicamente heterocigético. (Tabla2).

= > Tabla II: Distribucion de pacientes segin
sexoygenotipo paral172N.

Genotipo para la Sexo social Total

mutacion I172N Femenino Masculino
Megativo 23 4 27
Homocigdtico 2 0 2
Heterocigdtico 2 1 3
Total 27 5 32

Se estimd la frecuencia de la mutacidon
[172N en los pacientes con HSC por déficit 21-OH,
se considerd solo la poblacidon de pacientes
estudiados. Delos 64 alelos pesquisados, 7 presen-
taron la mutacion (2 individuos homocigéticos y 3
heterocigdticos), lo cual corresponde con una
frecuencia de 10,9 %. Se logré determinar en la
poblacién estudiada(n=32), las frecuencias de las
mutaciones P30L, IVS2-12A/C-G (Intrén2), del 8pby
G318X y al realizar un analisis comparativo entre
ellas, se encontré que la mutacion intrén 2 se
presentd como la de mayor frecuencia con un 21,8
%, seguida de G318X e 1172N, ambas con frecuencia
de10,9%, por su parte, P3oLy del 8pb, mostrarona
suvezigual frecuenciacon 4,6%. (Grafico 2).




> Grafico Il: Frecuencia de las mutaciones
detectadasenlapoblacion estudiada.

Se muestra que en esta poblacidn no se
encontrd ningun caso asociado a las formas no
clasicas, se observé que lamutacién fue detectada
en pacientes con formas clinicas cldsicas, o sea,
todos los casos que resultaron heterocigdticos se
presentaron con un fenotipo clinico virilizante
simple y los casos positivos genotipicamente
homocigéticos para 1172N, se relacionaron con la
expresion mas grave de la enfermedad, forma
perdedora de sal. Se comprobd con estos resulta-
dos que estadisticamente los genotipos determi-

nados y las formas clinicas encontradas estaban
significativamente asociados. (x2. p=0.04,
p<0.05).(Tabla3).

= > Tabla Ill: Distribucion de pacientes segun
fenotipoygenotipo paral172N.

Genotipo para la mutacion I172N

Formas clinicas = = — Total
Negative Homocigstico Heterocigotico
Perdedara de sal g 2 0 11
Virilizante simple 8 0 3 11
Mo clasica 10 a a 10
Total 7 2 3 32

Al analizar de manera individualizada los
fenotipos esperados y los observados en los paci-
entes que resultaron afectados con la mutacién
objeto de estudio se pudo encontrar que los que
tuvieron el genotipo homocigdtico, no se presen-
taron con la forma virilizante simple como se
esperaba. El individuo genotipicamente 1172N
/1172N, se diagnosticd como una forma perdedora
de sal, aligual que el paciente con el genotipo mas
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grave (P30L, 12,del 8pb, 1172N/1172N). (Tabla 4).

== Tabla IV: Fenotipo clinico esperado y
hallado de acuerdo alos genotipos encontrados.

F ipos observados
Genotipos ;m::;:ss Virilizante Perdedora No
e simple desal clasica
I172N/I172N Virilizante simple 0 1 1]
P30L-12-del Bpb-1172M/ T172N Virilizante simple 0 1 ]
12/1172N Virilizante simple 1 0 a
I172N / G318 (2) Virilizante simple 2 0 d

Se muestran algunos datos clinicos de
interés de cada uno de los casos en los que fue
posible detectar la mutacién 1172N, se analizé
teniendo en cuenta el sexo y el genotipo en cada
caso. Cabe sefialar, que solo se identificé un
paciente del sexo masculino con la mutaciény con
fenotipo clinico virilizante simple. Por su parte las
féminas se presentaron en un 50 % con el fenotipo
virilizante simple y el otro 50 % con la variedad
perdedora de sal. El genotipo G318X en hetero-
cigosis compuesta con la mutacion objeto de
estudio (1172N) se presentd en ambos sexos. Otro
de los casos analizados se presentd con la forma
virilizante simple, sexo femenino y genotipica-
mente heterocigdtico para 172N, igual que la
anterior, pero con la mutacién 12 en uno de sus
alelos, lo que lo convierte también, en heteroci-
gotico compuesto. Se pudo encontrar clinica-
mente como dato significativo, una paciente que
no fue diagnosticada por el programa, pues al
momento de su nacimiento adn no se contaba con
la pesquisa como una herramienta para la dete-
ccion precoz en los neonatos afectados con esta
patologia. Presentd crisis genital del recién nacido,
pero no se encontro virilizacién genital, ni
clitoromegalia; solo se recoge como dato positivo
la pubertad precoz, porlo que no procediarealizar
ningun estudio para la determinacion de sexo en
este caso. Es necesario aclarar, que se encontré
positividad en todos los estudios hormonales
realizados, que la ubican en esta forma clinica
virilizante simple y no en una forma no cldsica dela
enfermedad, a pesar de no presentar signos de
virilizaciéon genital almomento del diagndstico.

Se tuvo 2 pacientes en los que la forma
perdedora de sal se presentd asociada al genotipo
homocigdtico para la mutacion 11772N ambos del
sexo femenino y fueron diagnosticados entre 7-15
dias de nacido, uno por programa y el otro no,
dado que en este ultimo no estaba implementado
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el programa de pesquisaaun.

Las manifestaciones clinicas del paciente
heterocigdtico compuesto para P30L, 12 y del 8pb
(genotipo mas grave), no se presentd con toda la
clinica de una pérdida salina, solo tuvo al momento
del diagndstico alteraciones electroliticas (hipona-
tremia e hiperpotasemia). La virilizacién genital
requirié un procedimiento quirurgico (abocamien-
to de la vagina) y la hipertrofia del clitoris fue leve
(estadio Prader 1), con esta clinica se le indicaron
estudios cromosémicos y moleculares para diag-
ndstico de sexo y resultd cromosdmicamente
femenina (46, XX).

El otro caso con fenotipo perdedor de sal
y Unico con genotipo homocigdtico para 172N, sin
otras mutaciones detectadas hasta el momento,
de las que se pesquisan de rutina para esta
enfermedad, si se presentd con toda una clinica
florida de la variedad perdedora de sal: vomitos,
diarreas, descompensacidon hidroelectrolitica,
genitales ambiguos (estadio Prader 2), entre otras.
(Tablas).

= > Tabla V: Delineacién del fenotipo clinico
segunsexoy genotipo determinado.

Datos Clinicos Casos positivos

. Caso 1 Caso2 | Caso3 | Caso4 Caso 5
Genotipo | G31sx/ | a318x/ | 127 | 11727 |P3oLi2; del
1172N 1172N 1172N | 1172N |8pb; 1172N/
1172N
Sexo social M F F F F
Edad (afos) 7 6 17 9 13
Edad al diag- | 41dias | 3afos |4afos | 13dias| 7 dias
nostico
Diagnéstico Si No No Si No
por programa
Formas clinicas VS VS VS PS PS
Crisi ital del
R,r\;SIS genttatde Incompleta Si Si No No
Alteracién hidro . P
electrolitica No No No Si Si
Genitales ambi- No Si No Si Si
guos
Hiperpigmentacion Si NE NE NE NE
de bolsas escrotale
Macrogenitosomig Si NE NE NE NE
Clitoromegalia NE Si No Si Si
Virilizacion genitale: , , Si
externos NE Si No Si I
Pubertad precoz Pseudopubertad JPseudopubertad| Si No No
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>>> DISCUSION

La HSC puede estar sujeta a muchas
dificultades diagndsticas, ya que su cortejo
sintomatico es parecido al de otros errores congé-
nitos del metabolismo y no es el Unico trastorno
capaz de producir ambigiiedad genital (16). Es una
enfermedad autosdmica recesiva en la que los
varonesyhembras sonafectados porigual (1-4).

Desde el punto de vista clinico humoral el
diagndstico del déficit de 21-OH esta determinado
por el incremento del precursor del cortisol 17-
OHP, en presencia de virilizacién, acompafiado o
no de pérdida desal.(16,17)

El nimero de muertes potencialmente
evitables con el programa neonatal en pacientes
con HSC por deficiencia 21-OH es muy variable,
hasta un 10 % segun las series, siendo dificil de
estimar. En cualquier caso, niflos varones con el
fenotipo de pérdida salina tienen mas probabili-
dades de sufrir unretraso en el diagndstico, ya que
pueden pasar desapercibidos en la primera
exploraciénfisica (12).

A pesar de que nuestra serie exhibe dife-
rencias en cuanto al sexo de los casos diagnos-
ticados con HSC por déficit de 21- OH, cabe resaltar
que en Cuba desde el inicio del programa no se ha
encontrado una preponderancia en relacion al
sexo, reportandose una proporcién mantenida
F:M de 1:1; por lo que se considera que pudiera
deberse ala existencia de varones afectados conla
forma virilizante simple que pudieran encontrarse
aunsindiagndstico (5).

No obstante, enlos paises que no cuentan
con un programa de pesquisaje neonatal estable-
cido, se detectan una mayor cantidad de féminas
afectadas, lo que hace suponerlaexistenciade una
mortalidad por HSC no reconocida entre los
varones.

El diagndstico molecular en la HSC perfila
el asesoramiento genético y permite la aplicacion
de una conducta preventiva prenatal y postnatal
en casos con riesgo de formas severas de la enfer-
medad (18). Basicamente consiste en determinar
la anomalia en el gen CYP21A2 que codifica la
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enzima 21-hidroxilasa (17,19).

Al utilizar las posibilidades brindadas por
el registro de casos estudiados con HSC que
permanece en el laboratorio de biologia molecular
del Centro Nacional de Genética Médica (CNGM),
se pudo determinar que de los casos que resulta-
ron positivos para la mutacion estudiada, en su
mayoria presentaban al menos una de las muta-
ciones que actualmente se estudian en el labora-
torio del centro (P30L, I2, del 8pb, G318X), lo que
los convirtié en individuos genotipicamente hete-
rocigéticos compuestos. A pesar de que en
ninguno de los casos se encontré como dato posi-
tivo, consanguinidad enla familia, se supone quela
frecuencia de heterocigdticos compuestos en la
poblacién general es elevada.

Si se analiza la frecuencia de las muta-
ciones detectadas en la poblacién analizada se
comprobara la concordancia con lo reportado por
paises de la regién, como Colombia, donde las
mutaciones mas frecuentes correspondieron a
IVS2-12A/C-G (intrén 2) con 26,7 %, G318X (21,5 %) e
[1772N que junto a V281L se encontraronenun12,1%

(20).

En la poblacidon espafiola, Plensa Nebot, reportd
un orden de frecuencia de las mutaciones 12, P30L,
del 8pb, G318X e 1172N muy similar alo encontrado
en la poblacién de este estudio, aunque los valores
de frecuencia fueron para cada una de las muta-
ciones antes mencionadas, superiores alos de este
estudio (15).

La mutacidn 1172N aunque generalmente
se relaciona a un fenotipo virilizante simple son
varios los reportes en los que se ha visto asociada
tanto a formas clasicas como a formas no clasicas,
lo cual discrepa de estos resultados. Como se ha
demostrado, las caracteristicas inusuales del
locus, asi como las mutaciones que se presentan
dificultan un andlisis real de la relacidon entre
genotipo y fenotipo. Ademas, la determinacion de
la ubicacién (cis o trans) de las mutaciones en cada
uno de los alelos constituye una limitante para ser
mas precisos en este analisis (15, 21, 22).

Aunque Diez y cols. describen segun su
experiencia, que 172N se asocia a la forma virili-




zante simple, se comprueba una actividad enzi-
matica residual que evita la pérdida salina, pero si
puede existir descompensacion electrolitica y una
respuesta de renina, por lo que sugieren se sea
muy preciso almomento del diagndstico (22).

La mutacion 1172N en heterocigosis com-
puesta con G318X se presentd con un fenotipo
virilizante simple, lo que esta en concordancia con
lo planteado por la gran mayoria de los investi-
gadores que coinciden en que en los individuos
heterocigotos compuestos, por lo general, tienen
un fenotipo compatible con la presencia de la mds
leve de las mutaciones. (18,19,23,24)

En esta investigacion, no fue posible
establecer una adecuada relacién genotipo-
fenotipo en todos los casos, a pesar de que los
resultados obtenidos coinciden en que 1172N se
presentod en la totalidad de los pacientes con las
formas clasicas de la enfermedad, independien-
temente de su asociacién con otras mutaciones.

Se considera necesario estudiar a otros familiares,
fundamentalmente a los progenitores de los
individuos afectados heterocigéticos compu-
estos, analizar la segregacion y a partir del cono-
cimiento de los genotipos de los parentales,
deducirla ubicacidn de las mutaciones en cadauno
de los alelos; asi como, inferir de acuerdo a los
niveles de actividad de la enzima P450c21 repor-
tadas en los estudios realizados in vitro e in vivo, la
repercusion fenotipica de las mutaciones cuando
se presentan asociadas a otras de mayor o menor
gravedad. Ademas se deben conocer las muta-
ciones responsables de las manifestaciones
clinicas presentes en los pacientes con HSC por
déficit de 21 OH porque orienta en el manejo de
individuos afectados, permite reconocer las for-
mas clinicas severas de la enfermedad, y de esta
manera se podra asesorar a familiares y pacientes,
con vistas a tomar las medidas preventivas de
manera oportuna.

Porlo tanto, enlaactualidad, cobrafuerza
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el analisis molecular como método de gran utilidad
para el diagndstico siempre que sea posible;
fundamentalmente en aquellos casos dudosos, asi
como, los de dificil manejo por la evolucidn clinica.
Favorece ademas, poder brindar un adecuado
asesoramiento genético, asi como una mayor
fiabilidad entodo ese complejo proceso.
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