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RESUMEN

Introduccion: La hiperplasia adrenal congénita abarca un conjunto de trastornos
de herencia autosdmica recesiva, causados por la deficiencia de alguna de las
enzimas de la via esteroidogénica suprarrenal. Mas del 90 % de los casos se debe a
un déficit de actividad 21-hidroxilasa por mutaciones en el gen CYP21A2. En el 75
% de los pacientes estas mutaciones son microconversiones procedentes de un
pseudogen homologo cercano. Una de las mas frecuentes es la mutacion 1172N
asociada a formas severas de enfermedad.

Objetivo: Detectar la mutacion 1172N en pacientes con hiperplasia adrenal
congénita por déficit de 21 hidroxilasa y calcular su frecuencia alélica para
determinar la pertinencia de su introduccién en el esquema de estudio molecular
de la enfermedad.

Métodos: Se procesaron 79 muestras de ADN, procedentes de pacientes no
consanguineos, con diagnostico clinico de la enfermedad. La estrategia empleada
consistié en la amplificacion especifica del CYP21A2, seguida de una PCR-ACRS
anidada para la amplificacion del locus 172N y posterior digestion enzimatica.
Resultados: Se detectd la mutacion 172N en 8 casos: 3 homocigbticos y 5
heterocigoticos. La frecuencia alélica fue de 0,0696. Cuatro de los pacientes con
172N resultaron heterocigoticos compuestos con otras mutaciones previamente
estudiadas. Los resultados obtenidos mediante PCR-ACRS/digestion enzimatica
fueron verificados por secuenciacion de ADN en tres casos, para los tres genotipos
posibles.
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Conclusiones: Se considera imprescindible incluir en el estudio molecular de
pacientes con hiperplasia adrenal congénita por déficit de 21-hidroxilasa la
deteccion de la mutacion 1172N, debido a la elevada frecuencia alélica obtenida.
Palabras clave: hiperplasia suprarrenal congénita; esteroide 21-Hidroxilasa;
frecuencia alélica; mutacion.

ABSTRACT

Introduction: Congenital adrenal hyperplasia comprises a number of autosomal
recessive inheritance disorders caused by deficiency in any of the enzymes of the
suprarenal steroidogenic pathway. Over 90% of the cases are due to a deficit in 21-
hydroxylase activity resulting from mutations in the CYP21A2 gene. In 75% of the
patients these mutations are microconversions originating in a nearby homologous
pseudogene. One of the most common is the 1172N mutation associated to severe
forms of the disease.

Objective: Detect the 1172N mutation in patients with congenital adrenal
hyperplasia due to 21-hydroxylase deficiency and estimate its allele frequency so
as to determine the relevance of its incorporation into the scheme of molecular
study of the disease.

Methods: Analysis was conducted of 79 DNA samples from non-consanguineous
patients with a clinical diagnosis of the disease. The strategy applied consisted in
specific amplification of the CYP21A2 gene followed by nested PCR-ACRS for
amplification of locus [172N and eventual enzyme digestion.

Results: 1172N mutation was detected in 8 cases: 3 homozygous and 5
heterozygous. Allele frequency was 0.0696. Four of the patients with 1172N were
compound heterozygous with other previously studied mutations. The results
obtained by PCR-ACRS / enzyme digestion were verified by DNA sequencing in
three cases, for the three possible genotypes.

Conclusions: Based on the high allele frequency obtained, it is considered
indispensable to incorporate detection of the 1172N mutation into the molecular
study of patients with congenital adrenal hyperplasia due to 21-hydroxyase
deficiency.

Keywords: congenital suprarenal hyperplasia; steroid 21-Hydroxylase; allele
frequency; mutation.
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Introduccioén
La hiperplasia adrenal congénita (HAC) abarca un conjunto de trastornos de
herencia autosémica recesiva causados por la deficiencia de alguna de las enzimas
de la via esteroidogénica suprarrenal.(?) La prevalencia es de 1/14 000 y la
incidencia anual varia de 1/5000 a 1/15 000 nacidos vivos.® En Cuba se ha
estimado a través de la determinacion de los niveles de 17-hidroxiprogesterona
que su prevalencia es de 1/15245.@

Mas del 90 % de los casos de HAC se debe a un déficit de actividad 21-hidroxilasa
(HAC-210HD).® Este trastorno presenta tres caracteristicas clinicas
fundamentales: insuficiencia suprarrenal, pérdida de sal e hiperandrogenia.(®

Segun la gravedad y el momento de aparicion de las manifestaciones clinicas se
distinguen tres grupos principales: formas clasicas-severas (déficit enzimatico
completo, pérdida de sal, virilizacion en el caso de las hembras e inicio en etapa
fetal); formas clasicas-moderadas (déficit enzimatico casi completo, virilizacion
simple sin pérdida de sal e inicio fetal) y no clasicas-leves (déficit enzimatico
parcial, signos de hiperandrogenia e inicio tardio).”) También se han reportado
formas cripticas, con un déficit enzimatico parcial y sin manifestaciones clinicas.®

La HAC-210HD esta causada por mutaciones en el gen CYP21A2, localizado en el
brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3). Este gen codifica al citocromo P450c21,
responsable de la actividad 21-hidroxilasa suprarrenal. El CYP21A2 tiene una
longitud de ~3,4 Kb y consta de 10 exones y 9 intrones. Se encuentra cercano a un
pseudogen llamado CYP21A1P, con el cual presenta un alto porcentaje de
homologia de secuencia.® Esto facilita la ocurrencia de eventos de
entrecruzamiento desigual y microconversiones génicas entre ambos loci, que
originan las mutaciones mas frecuentes en el CYP21A2 causantes de HAC-210HD. (")

El 75 % de los casos se debe a microconversiones del CYP21A2, en su mayoria
mutaciones puntuales.('® Una de las mas frecuentes es 1172N, la cual esta asociada
a las formas con virilizacion simple.(':'2) El estudio genético molecular de esta
mutacion es de importancia para el diagnostico prenatal y el tratamiento
intrauterino, que previene la virilizacion de los genitales en fetos femeninos.
Ademas, contribuye a la identificacion de varones virilizantes simples, que de otra
forma se diagnosticarian tardiamente. La deteccion de 1172N permitira completar
el diagnodstico molecular de un mayor niUmero de pacientes, lo cual tendra un
impacto positivo sobre el asesoramiento genético en familias con miembros
afectados. En este trabajo se describe la deteccion de la mutacion 1172N del gen
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CYP21A2 como parte del esquema de estudio molecular de HAC-210HD que se
realiza en el Centro Nacional de Genética desde el aino 2010.

Métodos

Se estudiaron 79 muestras de ADN de pacientes cubanos no relacionados, con
diagnostico clinico de HAC-210HD y estudio molecular previo de cuatro mutaciones
(P30L, 12G, del 8pb y Q318X). De ellos, 23 presentaban alguna de estas mutaciones
en heterocigosis, 4 presentaban mas de 2 mutaciones y 52 no presentaban ninguna
de las mutaciones estudiadas. Se incluydé ademas una muestra del padre de un
paciente heterocigoético compuesto, con la finalidad de esclarecer la procedencia
de las mutaciones encontradas. La extraccion de ADN se realizd mediante la
técnica de precipitacion salina.(™® Las muestras procedieron de pacientes cuyo
consentimiento informado fue obtenido previamente para el proyecto de
investigacion Estudio Clinico-Molecular de Hiperplasia Adrenal Congénita por
déficit de 21-hidroxilasa, desarrollado en conjunto con el Instituto Nacional de
Endocrinologia.

La deteccion de la mutacion 1172N se realizd mediante la Amplificacion con
Creacion de Sitio de Restriccion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR-
ACRS) anidada y digestion enzimatica.(™ Los cebadores empleados descritos por
Oriola y otros('» se muestran a continuacion (Tabla 1).

Tabla 1 - Cebadores empleados en el estudio

Cebador Secuencia (5’ —3’) Orientacion
P2 GCATCTCCACGATGTGA Reverso
P3 TTGTCCTTGGGAGACTACTCC Directo
P4 ACCTCTCGCACCCCAGTATGACT Reverso
P11 TCTCTCTCCTCACCTGCAGCATCG Directo

Nota: En el caso de P11, se muestra subrayado y en negrita el nucledtido que introduce el cambio A>G, que permite la
creacion del sitio de restriccion para Tagl en presencia de la mutacion 1172N

En la primera amplificacion las condiciones fueron: 200 ng de ADN gendomico,
1 U de Hot Start Taq Polimerasa (QIAGEN), 0,4 uM de cada cebador (P3 y P4);
dNTPs 0,3 mM, en un volumen de reaccion de 25 pL. El programa de la PCR
en el termociclador MJ Research fue: desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 15 min, seguida de 35 ciclos, 94 °C por 30s, 61 “Cpor 30sy 72 °C
por 4 min, y extension final a 72 °C por 5 min. En la segunda amplificacion
las condiciones de reaccion fueron: dNTPs 0,2 mM; 0,32 uM de cebadores (P11
y P2); 1 U de Hot Start Taq Polimerasa (QIAGEN), 2 pyL de dilucion 1/200 de
los productos amplificados, en un volumen de reaccion de 25 pL. El programa
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de la PCR fue: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 15 min, seguida de
35 ciclos,94 °C por 30's, 60 °C por 30 sy 72 °C por 1 min y extension final a
72 °C por 5 min. Los productos amplificados de la primera y segunda PCR,
con tallas de 2220 pb y 416 pb, fueron comprobados mediante electroforesis
en geles de agarosa al 0,8 % y al 2 % respectivamente, con bromuro de etidio
y visualizados por luz ultravioleta.

El producto de la segunda amplificacion fue digerido con la enzima de
restriccion Taql (Roche). La enzima Taql en presencia de la mutacion genera
dos fragmentos, de 22 y 394 pb, mientras que en ausencia de la misma no se
produce corte y se tiene el fragmento amplificado de 416 pb integro. Los
productos de digestion se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al
3 %, con bromuro de etidio, durante 50 min a 7,3 V/cm y visualizados por luz
ultravioleta.

Se verifico por secuenciacion de ADN el resultado obtenido para tres de las
muestras procesadas, cada una de ellas con uno de los tres genotipos
posibles. La reaccién de Sanger se realizo en las siguientes condiciones: 8 pL
de DTCS Quick Start Master Mix (Beckman Coulter), 0,16 pmol/L del cebador
P2 y 5 pL de producto de PCR purificado (QIAquick purification Kit de
QIAGEN,) en 20 pL de volumen final. Los ciclos térmicos desarrollados en
termociclador MJ Research fueron: 30 ciclos de 96 °C por 20 s, 50 °C por 20
sy 60 °C por 4 min, respectivamente, seguidos de preservacion a 4 °C. Los
productos de Sanger purificados se corrieron en un sistema de electroforesis
capilar (GenomeLab GeXP Genetic Analysis System, Beckman Coulter) segun
recomendaciones del fabricante. Los datos fueron adquiridos y procesados
con el software del sistema. El analisis de las secuencias de ADN obtenidas
se realizd con el software DNA Baser v: 3.5.3. La secuencia de referencia del
gen CYP21A2 se obtuvo del NCBI (NG_007941.3). Para el calculo de la
frecuencia alélica de 1172N se tuvieron en cuenta los resultados de los 79
pacientes no relacionados, segln la siguiente formula:

_ . Nimero de cromosomas mutados
Frecuenria alélica = - ¥ 100
Niamero total de cromosomas
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Donde:

Namero cromosomas mutados

= Numero de heterocigotos + 2 X Numero de homocigotos

Numero total de cromosomas = 2 X Total de casos estudiados

Resultados
Se obtuvieron los perfiles electroforéticos esperados para los distintos
genotipos posibles. En la figura 1 se muestra el resultado de una
electroforesis de tres de las muestras estudiadas.
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Fig. 1 - Electroforesis en gel de agarosa (3 %) de productos de digestiéon con Tagl. Carril
1: individuo homocigotico para el alelo normal. Carril 2: individuo heterocigético. Carril
3: individuo homocigético para la mutacion 1172N. Carril 4: Patron de peso molecular (50
pb DNA Ladder, Invitrogen). El fragmento de 22 pb originado en el alelo mutado no se
observa debido a su pequeino tamarno.

Los resultados obtenidos por secuenciacion de ADN permitieron confirmar los
genotipos hallados mediante PCR-ACRS/digestion enzimatica para las tres

muestras seleccionadas (Fig. 2).
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Fig. 2 - Electroferogramas obtenidos de la secuenciacion de ADN de tres muestras. Se
sefalan los picos correspondientes al sitio de la mutacion 1172N. A - Paciente
homocigotico para [172N. B - Paciente heterocigético para I172N. La letra W en la
secuencia indica ambigiiedad entre Ty A. C - Paciente homocigotico para el alelo
normal.

En los electroferogramas obtenidos mediante la secuenciacion de ADN se pudo
visualizar en el caso del paciente homocigoético para 1172N, el cambio T>A
correspondiente a la mutacion 1172N (Fig. 2A). En el paciente heterocigotico,
se observd una asignaciéon de W (ambigliedad entre A y T) en la posicion
correspondiente al cambio T>A y la presencia de dos picos superpuestos, uno
de T y otro de A, con una intensidad de senal relativa similar (Fig. 2B). Este
resultado es esperado para cambios de simple nucleodtido en heterocigosis,
donde se observa una superposicion de senales como la descrita. En este caso,
un alelo aportaria la T (alelo normal) y el otro aportaria la A (alelo mutado).
En la muestra del paciente homocigético, para el alelo normal se observo
solamente la presencia del pico de T esperado en la posicion en que se
verificaria el cambio T>A en un alelo mutado. Esto indica la ausencia de la
mutacion 1172N (Fig. 2C).

Del total de casos analizados se detecto la mutacion 1172N en 8 individuos. De
ellos 3 resultaron homocigoticos, 5 heterocigoticos y 71 casos restantes no
presentaron la mutacion, para una frecuencia alélica en el conjunto de
pacientes estudiados de 0,0696 (6,96 %). Cuatro de los casos positivos para
172N presentaron ademas otras mutaciones en heterocigosis: dos Q318X, uno
I2G y el restante una combinacion de P30L/12G/del8pb (Tabla 2).
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Tabla 2 - Genotipo de las muestras positivas para la mutacion 1172N que presentaron
otras mutaciones previamente estudiadas

Mutaciones
Muestras
(P30L, del8 pb, 12G, Q318X) 1172N
M1 +/- (Q318X) +/-
M25 +/-(12G) +/-
M40 +/- (P30L), +/- (12G), +/- (del8pb) +/+
M59 +/-(Q318X) +/-

Heterocigoticos: +/-; homocigdticos: +/+

Discusion

La mutacion 172N es una de las microconversiones mas frecuentes del gen
CYP21A2. Consiste en un cambio T>A en el exén 4 que modifica un codon ATC
(correspondiente al aminoacido no polar isoleucina) a AAC (correspondiente al
aminoacido polar asparagina).(®) La actividad 21-hidroxilasa residual del citocromo
mutado es de un 2-11 % respecto a la actividad salvaje.("”) El residuo Ile172 esta
evolutivamente conservado y se plantea que su sustitucion por asparagina (Asn)
puede estar relacionada con una desestabilizacion de la union del citocromo
P450c21 a la membrana del reticulo endoplasmatico liso. Esta mutacion es la de
aparicion mas frecuente en pacientes con virilizacion simple. (")

Los reportes de estudios de diferentes regiones ubican a 1172N como una de las
mutaciones mas frecuentes en pacientes con HAC21-OHD. En algunas poblaciones
172N se encuentra en tercer lugar después de 12G y de la delecion de 30 kb del
CYP21A2 (u otros grandes reordenamientos del RCCX en conjunto). En otras
poblaciones se encuentra en segundo lugar luego de alguna de las dos mutaciones
mencionadas.('? La frecuencia obtenida en el presente estudio es similar a la
encontrada en regiones como Argentina (5,5 %)('? y Reino Unido (7 %).(" En otras
poblaciones se reportan frecuencias mayores o menores, como en Brasil (14 %) y
Espana (4,16 %).(1?

Recombinacién y conversion génica entre gen y pseudogen
Hasta la fecha se han reportado mas de 200 variantes alélicas del CYP21A2.(10)
Alrededor del 95 % de los alelos con mutaciones causantes de HAC-210HD se
originan por mecanismos de recombinacion meidtica asimétrica y conversion
génica.("

La conversidon génica es el mecanismo por el cual se realiza una copia no
reciproca de una porcion de secuencia de un cromosoma a su homologo,
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principalmente durante la mitosis. (8% Puede abarcar varios cientos de pares
de bases (macroconversion) o tan solo unos pocos pares de bases
(microconversion).('® La alta homologia entre los loci CYP21A2 y CYP21A1P
favorece la ocurrencia de este tipo de eventos, de modo que entre el 70-75 %
de los casos de HAC-210HD se debe a mutaciones, en su mayoria puntuales,
transferidas desde el pseudogen al gen por microconversion. (19

En el caso del paciente M1 que resulto heterocigotico para 1172N y para Q318X,
fue posible realizar un analisis parcial de segregacion mediante el estudio del
padre (muestra que se incluyd solo para esclarecer la procedencia de la
mutacion pero no para el calculo de frecuencia). Del estudio anterior de este
paciente, se conocia que era negativo para Q318X y ademas resultd negativo
para 1172N. Esto sugiere que el individuo M1 probablemente es portador de un
alelo con 172N y Q318X en cis, heredado por via materna (muestra no
disponible). En la literatura existen variantes alélicas similares como la que
informo New y otros.?9 Se ha reportado una variante denominada CYP21A2*20L
que incluye, ademas de 1172N y Q318X, otras mutaciones no estudiadas en el
presente trabajo: ClUster Ex6, V281L, F306AL307insT y R356W. 2" Otra variante
alélica se encontro en un estudio de HAC con fetos en Vietnam. ??) Esa variante
procedia de un feto heterocigotico con cinco mutaciones (1172N; Cluster Ex6;
V281L; F306AL307insT; R356W) en un alelo. Las mutaciones que se encontraron
en él, con la excepcion de Q318X, coinciden en su mayoria con las presentes en
CYP21A2*20L. Esta variante no se encuentra informada en la base de datos
CYPAlleles, pero es un ejemplo de la existencia de 1172N en conjunto con las
restantes mutaciones presentes en el alelo, producto de un gran
reordenamiento génico. En el caso del paciente M1 las mutaciones identificadas
pudieran estar o no acompanadas de mutaciones adicionales, cuya deteccion
requeriria un estudio mas extenso por secuenciacion de ADN. Aunque otros
mecanismos han sido descritos como disomia uniparental y mutaciones de
novo.

Para el resto de los casos no fue posible contar con muestras de los progenitores
para el analisis de segregacion. En consecuencia, los pacientes M25
(heterocigoético para 12G e 1172N) y M59 (heterocigético para 1172N y Q318X)
podrian presentar ambas mutaciones en el mismo o en distintos alelos. En la
literatura existen reportes de heterocigéticos compuestos que presentan la
mutacion [172N en combinacion con 12G o con Q318X, tanto en cis como en
trans.2",24 En el caso de las mutaciones 12G e 1172N se conoce una variante
alélica definida por la presencia exclusiva de ambas (CYP21A2*20N).(?>)
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En el caso del individuo M40 (homocigotico para I172N y heterocigético para
P30L, 12G y del8p), podria presentar un alelo con 1172N y el otro con una
combinacion de P30L/12G/del8p/I172N. Al-Obaidi y otros, en un estudio de 62
pacientes iraquies con HAC, reportaron dos casos con una conversion génica de
gran longitud que incluia estas cuatro mutaciones.?® No obstante, para
comprobar la presencia de un alelo con caracteristicas similares en el caso del
paciente M40, seria necesario el analisis de segregacion mediante el estudio de
los progenitores y el empleo de técnicas como Southern blotting o MLPA
(Amplificacion Multiple de Sondas dependiente de Ligamiento, del Inglés
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), utilizadas para la
deteccion de grandes reordenamientos en el RCCX. 27)

Conclusiones
Se pudo detectar la mutacion 1172N en pacientes con HAC-210HD, tanto aislada
como combinada con otras mutaciones previamente conocidas. La frecuencia
alélica obtenida para esta mutacion fue elevada, por lo que constituye una de las
mutaciones mas frecuentes. Por estos motivos es recomendable su pesquisaje en
los restantes pacientes con HAC-210HD no incluidos en este estudio.
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