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Utilidad del estudio molecular de
CYP21AZ2 en el manejo prenatal de
hiperplasia suprarrenal congénita:
deteccion de dos nuevas mutaciones
en Chile

Paulina Merinol2, Tania Bachega?, Pablo Céspedes3, Leén
Trejo3, Ana Elisa Billerbeck?, Ethel Codner3.

Molecular study of CYP21A2 gene
for prenatal diagnosis of congenital
adrenal hyperplasia. Report of a
family

Prenatal treatment of pregnancies at risk of congenital adrenal
hyperplasia (CAH) may prevent ambiguous genitalia in female fetuses. We present the prenatal
treatment performed in an extended family with two mutations. The proband, a boy with CAH-salt
losing form, and his relatives were studied. The proband’s paternal uncles/aunts were married to the
maternal aunts/uncles, respectively. The relatives had normal basal and stimulated 170HProgesterone
levels, which did not clarify their carrier status. The CYP21A2 gene was sequenced. The proband and
the paternal relatives harbored a Q318X, R483W mutation in one allele. The maternal relatives and
the proband exhibited an R483 frameshift mutation. Early dexametasone treatment was given during
two pregnancies and stopped when male gender was confirmed by early ultrasonography. Both
newborns were healthy and had normal 170HProgesterone levels. This family had three mutations
which abolish the 21-hydroxilase activity. Two mutations were detected in codon 483 of CYP21A2
gene, exon 10, which have not been reported previously in Latin-America. The molecular study
performed in this family allowed us to give an appropriate genetic counseling and prenatal treatment
(Rev Méd Chile 2007; 135: 1450-55).
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La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) co- cos recesivos que afectan las enzimas que partici-
rresponde a un grupo de trastornos autosomi- pan en la biosintesis del colesterol!. La alteracién

mas frecuente corresponde a la deficiencia de 21-
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hidroxilasa, la que es producida por mutaciones
en el gen CYP21A2. Estas mutaciones se han
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gravedad de la presentacion clinica, permitiendo
que el estudio molecular tenga utilidad en el
manejo clinico?.

Esta enfermedad, en su variante clasica, produce
diferentes grados de virilizacion del feto femenino,
acarreando con ello la necesidad de realizar cirugias
de correccién posterioresd, y secundariamente conse-
cuencias en la esfera psicologica y en la funcion
sexual de estas pacientes®. El tratamiento prenatal con
dexametasona logra evitar o reducir el grado de
virilizacion de las nifas afectadas, disminuyendo la
necesidad del tratamiento quirGrgico y sus conse-
cuencias>©. El éxito del tratamiento depende en gran
parte del inicio precoz de la corticoterapia, logrando
mejores resultados cuando se inicia antes de las 7
semanas de gestacion. El tratamiento prenatal debe
ser mantenido hasta conocer el genotipo fetal, ya que
reciben tratamiento en forma innecesaria 7 de 8
embarazos, correspondientes a los fetos de sexo
masculino y aquellos fetos femeninos que no estin
afectados. Con el fin de poder suspender el medica-
mento en las pacientes que no se beneficiarin de
éste, es necesario un diagnostico precoz de sexo fetal
y posteriormente del defecto molecular.

Presentamos el caso de una familia con 3 matri-
monios portadores de mutaciones del gen CYP21A2,
que comprometen severamente la actividad enzimati-
ca y que no habian sido reportadas previamente en
Latinoamérica. Se describe el manejo antenatal, desde
el punto de vista clinico y molecular en dos embara-
z0s, y se plantean nuevas estrategias diagnosticas.

CASO CLINICO

Familia afectada (Figura 1A). El probando (sujeto
I1.2) es portador de una HSC perdedora de sal
diagnosticada a los 21 dias de vida. El estudio
hormonal se muestra en la Figura 1B. El paciente ha
sido tratado con cortisol y fludrocortisona, y evolucio-
na en forma satisfactoria con crecimiento y desarrollo
normal. No existia el antecedente familiar de HSC,
pero destacaba que dos hermanos(as) del padre
estaban casados con dos hermanas(os) de la madre.

Estudio molecular y hormonal. El estudio hormo-
nal de la tia y de la madre del probando (sujetos
1.2 y 11.3) incluy6 una prueba de ACTH, cuyos
valores de 170H Progesterona basal y estimulado
fueron normales (Figura 1B), no permitiendo

aclarar si estos sujetos eran heterocigotos de una
mutacion del CYP21A2.

El estudio molecular se realizo6 en ADN gendmi-
co extraido de leucocitos y las siete mutaciones
mas frecuentes del gen CYP21A2 fueron estudiadas
con PCR alelo especifica (Fardella, 1998). Este
estudio demostrd en la familia paterna (sujetos 11.2,
1.4, 11.6) la mutacion Q318X en el exén 8, que
consiste en el cambio de una glutamina por un
codon de stop. Este resultado no permiti6 clasificar
a la familia materna y por ende decidir sobre la
necesidad del tratamiento prenatal en estas parejas.

Posteriormente, el gen CYP21A2 fue secuencia-
do en la Universidad de Sao Paulo segin las
técnicas clasicas (Wedell, 1993). Usando esta meto-
dologia, se encontr6 en uno de los alelos de la
familia paterna (sujetos 1.2, 114, I1.6) la mutacion
Q318X junto a la mutacién R483W, la que consiste
en la sustitucion de una arginina por triptofano
(CGG—>TGG). En la familia materna (sujetos I1.1,
1.3, I1.5) se encontré un alelo con la mutacion
R483—>frameshift, también conocida como
R483delGGinsC, la cual consiste en el cambio de
los nucledtidos GG por C, alterando la lectura del
codon (Figura 1C). De este modo se certifico que
los seis conyuges poseen mutaciones para HSC
perdedora de sal, y por lo tanto, se encuentran en
riesgo de tener hijas con ambigiiedad genital.

Consejo genético y manejo de los embarazos. Se
procede a dar consejo genético a los tres matrimo-
nios afectados. La tia paterna (sujeto II.2), mujer
sana de 34 anos, suspende el método anticoncep-
tivo por deseos de fertilidad y logra concepcion
espontanea en marzo 2005. Se explican los benefi-
cios y riesgos del tratamiento prenatal con corti-
coides, los que la paciente entiende y acepta,
firmando un consentimiento en que opta por
realizar esta terapia. El tratamiento comenzo a las
6 semanas de edad gestacional (EG) con dexame-
tasona en dosis de 20 ug/kg/dia.

A las 13 semanas se realiz6 el diagnostico de
sexo fetal masculino por ultrasonografia de alta
resolucion (Voluson 730, General Electric, Austria,
transductor transabdominal de 3,5-5 MHz), la cual es
capaz de predecir correctamente el sexo fetal con
99% de certeza después de 12+6 semanas EG (Efrat,
2000); la familia no aceptd técnicas invasivas de
diagnostico prenatal. Se disminuy6 progresivamente
las dosis de esteroides, suspendiéndolo en forma

Casos

CLiNICOS

1451



W Rev Méd Chile 2007; 135: 1450-1455

(A

| : ATER BRI W

WT ¢ RAS3—sbrarnealid]

(B) 17 OH Progesterona (ng/
ml)
Sujeto  Genotipo Edad Basal Test ACTH
M2 Q318X, R483W/ R483 — frameshift 22 dias >20
.2 Q318X, R483W/ WT 33 aflos 0,5 3,6
IL3  WT/R483 - frameshift 36 afios 0,7 33
1.1 Desconocido 5 dias 0,8
III.3  Desconocido 5 dias 1,1
(L85
Fagac :, [ -:.'n:._: TR )
ital KA, \ Mutacion
Y 1! =
U wiil Iy R483frameshift.
L J |g"||'-r sa ol ,:- .'|r. v (Exdn 0
LB AL WA
B aoc ccC TECCE Uﬂ‘ﬂ.ﬂ'\. ac o '-l\.'.i-u'-
: Mutacian R483W.
Exdn 10
" |1"-1urd|1 llpl 1 M ] i
] Ly e\

Figura 1. Familia estudio. (A) Genealogia. El probando,

sujeto II1.2, es indicado por una flecha. WT denota

alelo normal. (B) Estudio hormonal de la familia estudiada. (C) Secuenciacion del gen CYP21A2 que demuestra
las dos nuevas mutaciones detectadas: R483—>frameshift y R483W.

completa a las 22 semanas. Durante el periodo de
tratamiento la paciente presentd edema e hiperten-
sion arterial que requirié tratamiento con ametildo-
pa. Los sintomas revirtieron parcialmente con la suspen-
sion de terapia corticoidal, y totalmente posparto. A
las 39 semanas se realizO cesirea y se obtuvo recién
nacido de sexo masculino, con peso adecuado y

examen fisico normal. Los niveles de 17OHP a los 5
dias se muestran en la Figura 1B.

La tia materna (sujeto I1.5) de 37 anos consultd
por embarazo inicial de 5 semanas de EG. Se ofrece
nuevamente tratamiento prenatal de HSC, y también
se solicitoé firma de consentimiento informado. La
familia optd nuevamente por seguir este tratamiento.
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A las 6 semanas de EG se inici6 dexametasona en
dosis de 20 ug/kg/dia. La madre no aceptd las
técnicas invasivas de diagnostico prenatal y se
decidi6 realizar diagnostico de sexo fetal mediante
ecografia precoz. En caso de que se tratara de un
feto femenino continuarfan el tratamiento hasta el
término del embarazo. A las 12 semanas se diagnos-
tico sexo fetal masculino y se programé suspension
de esteroides. La paciente no presentd efectos
adversos a la dexametasona. A las 40 semanas nacio
nifio sano, no afectado (Figura 1B).

Discusion

Presentamos el caso de una familia con tres matrimo-
nios portadores de mutaciones del gen CYP21A2 que
producen HSC perdedora de sal. La secuenciacion del
gen detectd una mutacion en el exon 8 y dos nuevas
mutaciones en el exén 10. El estudio molecular
permitié tomar la decision de realizar tratamiento
prenatal, hecho que no habria sido posible en base al
estudio hormonal, ya que éste resultd6 normal.

El ano 1998, Fardella et al, describio las siete
principales mutaciones asociadas a HSC perdedora
de sal en pacientes chilenos mediante la técnica de
PCR alelo especifica’. Este estudio concluyd que
seis mutaciones producen el 77% de los casos, con
23% de falsos negativos. Dado que esta técnica no
identifico uno de los alelos afectados, con lo que
no era posible realizar consejo genético en los tres
matrimonios involucrados, se realizO estudio de
secuenciacion que reveld las mutaciones R483W y
R483—>frameshift, que no se habian detectado en
poblacién latinoamericana previamente”-19-12, La
primera fue descrita por primera vez en 2004 en 1
de 31 pacientes con HSC clisical3 y la segunda se
describi6 por primera vez en 19938

Una vez conocido el estado heterocigoto de una
mutacion asociada a la forma clasica, el médico se
enfrenta al manejo del embarazo con riesgo de la
enfermedad. El sustrato fisiopatologico del tratamien-
to prenatal se basa en la administracion de un
esteroide que atraviese la barrera hematoplacentaria y
que sea capaz de suprimir el eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal del feto en el momento de formacion de los
genitales femeninos. Recientemente, Gotto et al de-
mostraron que a las 7 semanas de gestacion el eje
hipotalamo-hipofisis-suprarrenal esta activo y que la
secrecion de ACTH se suprime ante la administracion

de dexametasonal®15. La literatura ha concluido que
los beneficios de la terapia prenatal superan los
riesgos, pero debido a la falta de seguimientos a largo
plazo, este tipo de tratamiento se debe realizar en
centros terciarios, con obtencion de consentimiento y
seguimiento a largo plazolG. El manejo prenatal de los
embarazos en esta familia siguen las recomendacio-
nes internacionales (Tabla D).

La principal controversia del tratamiento consiste
en la necesidad de tratar 7 de 8 embarazos innecesa-
riamente y en la presencia de efectos adversos en la
madre como se observd en uno de los embarazos
reportados. Con el fin de poder suspender el
tratamiento en aquellos fetos de sexo masculino,
surge la necesidad del diagnostico del sexo fetal. En
los embarazos aqui publicados se utiliz6 la ultraso-
nografia precoz como método no invasivo de
diagnostico. Este examen busca evaluar la posicion
del tubérculo genital entre las 11-14 semanas de EG.
La sensibilidad de este examen alcanza 97-99% a las
13 semanas con un alto valor predictivo positivo?-21.,
Si la adherencia al tratamiento ha sido mala y el feto
se ha virilizado, la capacidad de discriminacion entre
sexo masculino y femenino es baja, por lo que se
deben asociar otras técnicas diagnosticas.

En 1997, Lo descubre que el 3%-6% del ADN
obtenido en sangre de mujeres embarazadas es de
origen fetal, lo que permitiria la deteccion de fetos
masculinos en plasma materno?2. La determinacién
del sexo mediante el andlisis de secuencias Y, tiene
una sensibilidad de 95% antes de las 7 semanas y de
100% después, para detectar fetos masculinos con
100% de especificidad y con 2,8%-10% de falsos
negativosz3’24. Estudios recientes demostrarian un
rapido eliminacion del ADN tras el parto, por lo que
constituye una herramienta Gtil en futuros embara-
2052320 Si bien es promisorio, se requieren mas
estudios que confirmen el éxito de los resultados?’.

En el caso de tratarse de un embarazo de sexo
femenino se recomienda evaluar el genotipo fetal,
por biopsia de vellosidades coriales o amniocentesis,
para determinar si es necesario continuar el trata-
miento con dexametasona hasta el final del embara-
zo. Desgraciadamente, ambos procedimientos
pueden tener complicaciones, tales como pérdidas
fetales o deformidades musculoesqueléticas?®2.

En resumen, presentamos una familia en que el
estudio molecular por secuenciacion detectd nuevas
mutaciones que no habian sido descritas en pobla-
cion chilena, y permitid ofrecer consejo genético y
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Tabla 1. Recomendaciones de manejo prenatal

Indicaciones de tratamiento:

Padres heterocigotos para mutacion causante de HSC clasica.
Disponibilidad de diagnostico de sexo fetal y de mutaciones de CYP21A2.
Edad gestacional menor a 7 semanas.

Medicamento de eleccion: Dexametasona

Dosis: 20 ug/kg/dia, fraccionada cada 8 horas.

Inicio: antes de las 6 semanas de gestacion.

Término tratamiento con dexametasona:

— Si sexo fetal es masculino se suspende de inmediato.

— Si sexo es femenino, se realiza el estudio molecular del gen CYP21A2. Si feto no esta
afectado, la dexametasona se suspende de inmediato, por el contrario si feto es homocigoto,
se mantiene el tratamiento hasta el parto, disminuyendo la dosis desde la semana 16.

Evaluacion de sexo fetal y genotipo CYP21A2:

Primera etapa: determinacion de sexo fetal (ADN libre fetal, ultrasonido precoz).
Segunda etapa: caracterizacion de defecto molecular mediante técnicas invasivas (amniocente-
sis, biopsia de vellosidades coriales) a los fetos femeninos.

Efectos benéficos:

Reduccion del score de Prader en 85% de las pacientes tratadas, las que presentan genitales
femeninos normales o con leve virilizacion cuando el tratamiento se instaura precozmente y se
realiza en forma completa. Las fallas en el tratamiento se deben a un inicio tardio o una
suspension temprana de los esteroides, no adherencia al tratamiento, uso de dosis suboptima y
diferencias en el metabolismo placentario de la dexametasona®.

Efectos adversos:

Sobre el nifo: asociacion dudosa con bajo peso de nacimiento. Estudios en animales sugieren
alteraciones de la sustancia blanca e hipocampo. Datos recientes sugieren deterioro de la
memoria verbal y en la autopercepcion derivada de éste déficit. Pendiente estudios a largo
plazol719.

Sobre la madre: 10%-30% de las pacientes presentan efectos adversos, entre los cuales estan el
edema, la hipertension, el sindrome de Cushing y el aumento de las complicaciones de
comorbilidades previas como diabetes e HTA%.

tratamiento prenatal. Esperamos que en los proximos
anos podamos contar con diagnostico de sexo y
genotipo fetal en sangre materna con el fin de
minimizar los riesgos asociados al proceso diagnosti-
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