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INTRODUCCION

La deficiencia de 21-hidroxilasa (21-
OH) es una enfermedad hereditaria mono-
génica autosdmica recesiva responsable
de cerca del 95% de los casos de hiperpla-
sia suprarrenal congénita (HSC). Esta
enfermedad presenta un espectro de mani-
festaciones clinicas muy amplio; desde for-
mas severas que se presentan al nacimien-
to, en las que la virilizacién puede ir o no
acompanada de un sindrome pierde sal,
hasta formas mas leves en que los signos
de virilizacién se presentan mas tardia-
mente. La incidencia de la forma severa es
1:10.000, mientras que las formas tardias
son mucho mas frecuentes en nuestra
poblacion, 1:100. La frecuencia de porta-
dores es de 1/50 en las formas severas y de
1/5 en formas tardias. Estas formas clinica-
mente leves, que son de frecuente consul-
ta en Pediatria y de reciente diagnostico
mediante adecuados estudios funcionales,
pueden ser al igual que los familiares de
las formas severas, portadoras de alelos
con mutaciones severas. Este hecho, que
s6lo puede ser puesto de manifiesto
mediante anélisis del ADN, es de indudable
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interés ya que ha de considerarse que en
esta patologia existe la posibilidad de tra-
tamiento prenatal™.

Fl gen responsable de la enfermedad se
denomina CYP21B y se encuentra, junto a
su pseudogén CYP21A, ligado a los genes
del complemento C4A y C4B, dentro de la
region Il del complejo HLA en el brazo
corto del cromosoma 6. Existen dos tipos
de mecanismos bésicos de produccion de
mutaciones en este gen: delecién del gen
funcional por recombinacién asimétrica en
la meiosis y mutaciones puntuales en el
gen funcional, probablemente transferidas
a partir del pseudogén por un mecanismo
de conversién génica’. Actualmente es
posible el analisis directo del gen y la
deteccion de las mutaciones causantes de
la enfermedad. Es importante sefnalar que
las formas tardias pueden ser portadoras
de mutaciones severas, sin que, clinica o
bioquimicamente, ello sea manifiesto. La
informatividad de estos estudios puede
ser completada mediante un anélisis indi-
recto del gen apoyado en el polimorfismo
de microsatélites en la region HLA. El ané-
lisis directo del gen implicado en la enfer-
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medad permite un diagnéstico mas preci-
so, una mejor caracterizacién de los enfer-
mos y un enfoque mas objetivo del trata-
miento.

El analisis del gen de la 21-OH plantea
ademas la evidente e inmediata utilidad en
la realizacion de diagnodstico prenatal y de
portadores en nuestra poblacion. Recien-
temente se han publicado® los resultados
del grupo de Estados Unidos poniendo de
manifiesto la eficacia de un correcto diag-
noéstico prenatal y tratamiento en esta
enfermedad. En esta deficiencia la mayor
gravedad clinica estriba en dos puntos: las
formas pierde-sal en varones, que pone en
peligro su vida cuando no se conoce su
situacién de enfermo; y la virilizacion en
las ninas, que, ademas de los problemas
sociales y psicologicos, obliga a repetidas
intervenciones quirdrgicas. El conocimien-
to de la situacién de enfermo en el varon y
el tratamiento intrattero en la nifa afecta
resuelven estos problemas. El diagnostico
de portadores unido a un adecuado diag-
noéstico y tratamiento prenatal, que es
posible en esta patologia, permite moderar
la gravedad de las formas pierde-sal y pre-
venir el pseudohermafroditismo femenino,
evitando las grandes repercusiones psico-
sociales y los gastos derivados de las mal-
tiples intervenciones quirdrgicas.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se ha realizado en 25 familias
(101 individuos) de la Comunidad Autono-
ma de Navarra con al menos un caso afec-
to de HSC por deficiencia de 21-hidroxila-
sa, en las distintas formas de presentacion
clinica: pierde-sal (8 familias), viriliante
simple (2 familias) y tardia (10 familias). Se
han incluido en el estudio formas de hipe-
randrogenismo funcional con 170H pro-
gesterona tras test de ACTH por encima de
la normalidad (5 familias) , por encontrar-
se estos pacientes en un riesgo superior de
ser portadores del déficit de 21-hidroxila-
sa.

Para el anélisis directo del gen de la
esteroide 21-hidroxilasa, se ha practicado
un despistaje de las 12 mutaciones mas fre-
cuentes®*” en esta enfermedad mediante
una bateria de pruebas que nos ha permi-
tido detectar el 100% de las mutaciones de
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formas severas y el 78% de las mutaciones
de formas leves. Los alelos cuya mutacion
no haya sido caracterizada han pasado a
ser analizados como se indica posterior-
mente.

El analisis indirecto del gen, se ha reali-
zado mediante el estudio de microsatélites
en la region HLA (D6S273, D65439 y TAP 1)
y ha permitido completar la informativi-
dad para la deteccion de portadores, a la
par que incrementar la precision del diag-
nostico. Se han puesto a punto 2 nuevos
marcadores D6S265 y TNF para perfilar
mejor la caracterizacion de cromosomas
en los que hemos podido poner de mani-
fiesto la existencia de una mutacion nueva
no descrita.

La deteccién de mutaciones nuevas en
el gen de la 21-hidroxilasa, se ha llevado a
cabo mediante dos tipos de abordajes:
polimorfismo de la cadena sencilla de ADN
(SSCP) y secuenciacién directa del gen.

Métodos aplicados en el analisis mole-
cular

Extraccion de ADN de los leucocitos de
sangre periférica de pacientes y familiares
de deficiencia de 21-hidroxilasa.

Deteccion de deleciones, conversiones
grandes y duplicaciones en el CYP21
mediante digestion de ADN con los enzi-
mas de restriccion Bgl II, Tag [ y Kpn I 'y
analisis de los fragmentos de restriccion
mediante la técnica de Southern utilizando
la sonda especifica de CYP21, pC21/3¢’.

Densitometria optica sobre las autorra-
diografias para la evaluacién de la intensi-
dad relativa de los fragmentos polimorfi-
cos asociados a gen y pseudogén.

Disefio y sintesis de los oligonucled6ti-
dos requeridos, tanto para la PCR, como
para la hibridacién especifica de alelo.

Amplificacion especifica del gen CYP21
mediante la PCR, utilizando los oligonucle-
otidos descritos para las zonas diferencia-
les de gen y pseudogén®’.

Deteccién de 10 mutaciones puntuales
por hibridacion especifica de alelo normal
y mutado (ASO). Se incluiran las mutacio-
nes descritas en formas clasicas: 654 A/C-G
intrén 2, Del8pb exén 3, lle172-Asn ex6n 4,
[le-Val-Glu-Lys236-239-Asn-Glu-Glu-Lys en
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ex6n 6, 306insT en exon 7, GIn318-Stop y
Arg356-Trp en exon 8; y tardias: Pro 30-Leu
en exon 1, Val281-Leu en exén 7 y Pro453-
Ser en ex6n 10. Para el marcaje de oligonu-
cledtidos se empleara un marcaje no radio-
activo con digoxigenina y revelado por
quimioluminiscencia’.

Anélisis indirecto del gen mediante
estudio de los microsatélites D6S265,
D6S273, D6S439 v TAP 1 en la region HLA®
También se ha utilizado un marcaje no
radioactivo con fluorescencia y anélisis en
cromatografia capilar (ABIPrism 310, Per-
kin Elmer) y andlisis de fragmentos con
programa GeneScan.

Electroforesis en geles nativos de ADN
desnaturalizado para deteccién del poli-
morfismo de la cadena sencilla (SSCP) en
fragmentos de 100-200 pb. Se emplearan
fragmentos amplificados y posteriormente
digeridos con ER.

Tincion mediante método de Ag para
aumentar la sensibilidad de esta técnica.
Alternativamente se realizard& marcaje
radioactivo mediante incorporacion del
is6topo radioactivo.

Secuenciacion de aquellos alelos candi-
datos a presentar mutaciones por método
directo empleando polimerasa termoesta-
ble en termociclador y dideoxinucleétidos
terminadores marcados con fluorescencia.
Analisis mediante cromatografia capilar en
ABIPrism310, Perkin Elmer.

RESULTADOS

Se ha establecido el diagnostico de por-
tadores de mutaciones severas tanto en
padres y hermanos de pacientes con for-
mas neonatales, como en mas de una ter-
cera parte de las formas tardias, lo cual no
hubiera sido posible sin disponer de estas
técnicas moleculares. También han podido
ser diagnosticadas formas cripticas de la
deficiencia y reducir o confirmar el riesgo
de ser portador en los hiperandrogenis-
mos funcionales. Dichos datos han sido
contrastados con los hallazgos bioquimi-
cos. Los resultados del anélisis molecular
han sido concordantes y han confirmado
el diagnéstico clinico. Unicamente una
familia diagnosticada como forma pierde
sal no severa en otro centro hospitalario,
hubo de ser reevaluada a la vista de los
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datos moleculares, comprobandose que
bioquimica y clinicamente dicho cuadro
mas se correspondia con una forma leve
de la deficiencia, como sugeria el patrén
molecular.

Los resultados obtenidos son los
siguientes:

En 71 individuos se ha caracterizado
mutacion en el gen de la esteroide 21-
hidroxilasa, correspondiendo a 21 Pacien-
tes y 48 portadores (33 de ellos con muta-
ciones severas del gen). Se han detectado
3 formas cripticas, 2 eran hermanos y un
padre de paciente.

Los tipos de mutaciones detectadas
han sido 8 y quedan enumeradas como
sigue:

— GIn318Stop (severa) en 10 cromoso-
mas

- Val281Leu (leve) en 12 cromosomas

- 655 A o C -G (severa) en 7 cromoso-
mas

— Delecion/conversién (severa) en 3
cromosomas

- 64insT (ex6n 1, severa, NUEVA) en 2
cromosomas

— Triple mutacién exén 6 (severa) en 1
Cromosoma

- lle172Asn (severa, activ residual 1%)
en 1 cromosoma

— Delecién 8pb en 1 cromosoma

- Polimorfismo Gly326 en 1 cromosoma

(n° de cromosomas considerando Uni-
camente cromosomas de pacientes sin
parentesco)

Ha existido una buena correlacion
genotipo/fenotipo en todos los casos estu-
diados: todos los pacientes que presenta-
ron dos mutaciones severas (9 pacientes)
presentaron una forma pierde sal; una
paciente que presentd una combinacion
de mutacién severa/mutacion severa con
actividad residual del 1% presentdé una
forma virilizante simple sin pérdida salina,
aunque otra paciente con una forma clini-
ca similar present6 una combinacién de
mutacién leve y severa; cinco pacientes -
que presentaron mutacion severa/muta-
cién leve presentaron una forma no clasi-
ca; y dos pacientes que mostraron muta-
cién leve en ambos alelos presentaron una
forma no clasica de la deficiencia.
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DISCUSION

Fl andlisis genético molecular de HSC
en poblacién navarra se ha realizado sobre
familias con al menos un caso afecto. Se
han estudiado familias con distintas for-
mas clinicas de la deficiencia: desde for-
mas neonatales, severas que presentaron
un sindrome pierde-sal y severa viriliza-
cién en las ninas (alguna de ellas habian
sido inadecuadamente sexadas como varo-
nes), hasta formas maéas leves, tardias en
que los signos de virilizacién aparecieron
en el periodo de la infancia. También
hemos podido estudiar una forma severa
neonatal con virilizacién pero no acompa-
fiada de sindrome pierdesal. En todas
ellas se habia realizado un diagnoéstico cli-
nico adecuado en el Servicio de Pediatria
del Hospital Virgen del Camino. Por tratar-
se de una enfermedad hereditaria se han
incluido en el estudio, ademas de los
pacientes, los padres y hermanos de los
afectos.

El analisis molecular, que se ha llevado
a cabo en el Servicio de Bioquimica del
Hospital La Paz, nos ha permitido la carac-
terizacion de mutaciones del gen de la
esteroide 21-hidroxilasa presentes en
todos los pacientes con formas severas de
la deficiencia (20/20 cromosomas 100%).
En las formas leves de la deficiencia hemos
caracterizado un 78% (14/18 cromosomas)
de los alelos. En los pacientes con hipe-
randrogenismo funcional cabe esperar que
pueda existir un alelo mutado por pacien-
te, y hemos podido detectar dos portado-
res, uno de ellos de mutacion severa.

El andlisis se ha realizado por tres tipos
de abordajes:

1. Un andlisis directo del gen estudian-
do una bateria de mutaciones (12 tipos de
mutaciones) que en poblacién espaiola
permite caracterizar el 90% de los alelos
mutados®. Se han detectado 8 tipos de
mutaciones, 7 de ellas de tipo severo.
Cinco de los pacientes con formas tardias
y uno de los hiperandrogenismos funcio-
nales han presentado mutaciones severas,
por lo que son susceptibles de consejo
genético, al igual que los padres y herma-
nos portadores de las formas clasicas (20
padres y 8 hermanos).
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2. Un anélisis directo del gen mediante
secuenciacion del gen de aquellos pacien-
tes que en el andlisis de SSCP presentaban
patrén sugestivo de mutacion. Nos ha per-
mitido la caracterizacién de los dos cro-
mosomas con mutacién severa en una
forma pierde-sal cuyas mutaciones no
habian sido identificadas en el estudio 1.
Hemos detectado una mutacién nueva no
descrita, 65insT que supone un desplaza-
miento en la fase de lectura en el primer
exon del gen que daria lugar a una protei-
na truncada a nivel del ex6n 2.

3. Un andlisis indirecto del gen median-
te marcadores polimérficos tipo microsa-
télite (5 marcadores) en la regiéon HLA" que
nos ha permitido caracterizar los alelos
mutados en los cromosomas no caracteri-
zados y una mayor precisiéon en el diag-
noéstico de portadores.

El estudio ha permitido detectar los
portadores de la deficiencia dentro de las
familias con algin caso afecto. Hemos
detectado 48 portadores, 33 de ellos con
mutaciones severas del gen. Hemos de
sefialar que, incluso en las formas leves de
la deficiencia, hemos encontrados porta-
dores de mutaciones de este tipo (5 de las
9 familias con esta forma de la deficiencia
han presentado en uno de los alelos una
mutacién severa) lo que tiene importantes
implicaciones en lo que se refiere al conse-
jo genético en estas familias. El estudio
molecular también nos ha permitido detec-
tar tres formas cripticas de la deficiencia.
Hemos detectado una mutacién severa del
gen 21-OH en uno de los hiperandrogenis-
mos funcionales estudiados, pudiendo
descartar mutaciones severas en los cua-
tro casos de hiperandrogenismo restantes.
Los estudios bioquimicos de los portado-
res caracterizados a nivel molecular nos
han permitido precisar mejor los dinteles
diagnésticos para esta deficiencia, encon-
trandose en preparacién un manuscrito en
el que se estudia una serie de pacientes
con hiperandrogenismo en que se incluyen
estos pacientes.

La distribucidén y frecuencia de los dis-
tintos tipos de mutaciones en poblacién
navarra parece ser algo diferente de la
encontrada en poblaciéon espaiiola en lo
que se refiere a una de las mutaciones
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severas, GIn318Stop en el exén 8 del gen.
Esta mutacién ha resultado ser mas fre-
cuente (43% frente a 10%) en Navarra.

Hemos encontrado una fuerte asocia-
cién entre la severidad de la mutacion y la
gravedad en la forma clinica (relacion
genotipo-fenotipo) como ya habia sido
sefialado en otras poblaciones®. En todos
los casos, los hallazgos moleculares corre-
lacionaron con la forma clinica diagnosti-
cada.

El analisis del gen de la esteroide 21-
hidroxilasa nos ha permitido la caracteri-
zacion de todos los pacientes con formas
neonatales de la deficiencia (pierde-sal ¢
virilizante simple). Todos ellos han presen-
tado mutaciones severas en ambos alelos,
paterno y materno. En ninguno de los
casos la mutacién encontrada se ha pro-
ducido de novo, los progenitores han resul-
tado portadores en cada uno de los casos.
Cuatro de los hermanos de pacientes han
resultado también portadores.

Las formas tardias o leves de la defi-
ciencia han sido caracterizadas parcial-
mente, 14 de 18 alelos (78%). Cinco de los
pacientes han mostrado mutaciones seve-
ras en uno de los cromosomas, con impot-
tantes implicaciones para el consejo gené-
tico. Hemos detectado tres formas
cripticas de la deficiencia, confirmadas
con el estudio bioquimico.

La distribucion y frecuencia de muta-
ciones en poblacién navarra ha resultado
algo peculiar, con una mayor frecuencia
para la mutacién severa Gln313Stop.
Hemos caracterizado una mutacion nueva
no descrita en un paciente con una forma
pierde-sal, una mutacién de desplaza-
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miento de la fase de lectura que genera un
codoén de parada.
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