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Resumen: Presentamos el caso de un nifio de 4 anos que a los 40 dias de vida ingresé por irritabilidad y
rechazo de las tomas de dos semanas de evolucion. El estudio al ingreso fue compatible con
hiperplasia suprarrenal congénita forma pierde sal, cursandose un primer estudio genético que
se realizd con técnica de reaccion en cadena de la polimerasa que resulté negativo para las mu-
taciones estudiadas. Dada la clinica de paciente y la evolucion de los sintomas, a los 4 anos de
edad, se decidi¢ la repeticion del estudio genético por MLPA resultando positivo y confirmando
el diagndstico clinico.
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TITLE: Salt-wasting congenital adrenal hyperplasia. Dificulty in molecular
diagnosis

Abstract: \We present the case of a 4-year-old boy who at 40 days of age was admitted for irritability and
rejection of the two weeks of evolution. The study at the time of admission was compatible with
congenital adrenal hyperplasia and lost salt. A first genetic study was carried out using a poly-
merase chain reaction technique that was negative for the mutations studied. Given the patient’s
clinic and the evolution of the symptoms, at 4 years of age, it was decided to repeat the genetic
study by MLPA, being positive and confirming the clinical diagnosis.
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Introduccion:

La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) es una
enfermedad de herencia autosémica recesiva con una
frecuencia de aparicion de 1:300-1000 nacidos vivos

calizado en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3)) "
Como caracteristicas fundamentales destaca la insufi-
ciencia suprarrenal y el hiperandrogenismo producido
como consecuencia del bloqueo variable de la sintesis

en las formas “no clasicas” o algunas “virilizantes sim-
ples” (en infancia, adolescencia o edad adulta) y de
1:10000 en las formas “clasica pierde sal” o “clasi-
cas virilizantes simples” (en el periodo neonatal). En el
90-95% de los casos se debe a un déficit del enzima
21-hidroxilasa por mutaciones en el gen CYP21A2 (lo-
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de glucocorticoides y mineralocorticoides y produccion
excesiva de andrégenos®9.

Caso clinico

Presentamos el caso de un nifio de 4 anos de edad
que a los 40 dias de su nacimiento ingresa en la uni-
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dad de pediatria por presentar irritabilidad, rechazo
de las tomas y pérdida de peso de dos semanas de
evolucion. A la exploracion destacaba aspecto de des-
nutricion con signos de deshidratacion (mucosas se-
cas, 0jos hundidos y signo del pliegue). La ecografia
abdominal mostrd hiperplasia de glandulas suprarrena-
les y la bioguimica hiponatremia (104 mEg/L) y 170H-
progesterona superior a 130 ng/mL, (tabla 1). Ante la
sospecha de HSC forma “clasica pierde sal”, se curso
estudio genético y se inicio tratamiento con hidrocorti-
sonay 9 alfafluorhidrocortisona.

Se realiz6 estudio genético de las 9 mutaciones mas
comunes en el gen de la 21-hidroxilasa mediante una
reaccion en cadena de la polimerasa seguido de una
restriccion enziméatica (RFLP): Pro-30-Leu (P30L), In-
tron 2 (A, C3G), Exén 3 (8-bg deletion), lle-172-Asn
(II72N), Val-281-Leu 1 (V281L) + Arg-339-His (R339H),
GIn-318-Stop  (Q318X), Arg-356-Trp (R358W), Pro-
458-Ser (P453S), no detectandose ninguna de las mu-
taciones estudiadas (certeza diagndstica 98-99 %).

El paciente fue dado de alta y seguido en consul-
ta de Endocrinologia Pediatrica. Dada la clinica y los
sucesivos controles hormonales (tabla 1) se decide
realizar nuevo estudio genético a los 4 afos, mediante
secuenciacion del gen CYP21A2 por MLPA de las si-
guientes alteraciones genéticas: ¢.89C>T,(P.Pro30Leu),
€.290-13A/C>G, ¢.329_336del8 (p.Gly110Valfs*21),
c.515T>A (Rile172Asn), c.[707T>A;710T>A;716T>A]
p.[1236N;V237E;M239K], €.841G>T(p.Val281Leu),
€.920dupT (P.Leu307Phefs*6), ¢.952C>T(P.GIn318%),
c.1066C>T(p.Arg356Trp), ¢.1277G>A (p.Arg426His),
c.1357C>T (p.Pro453Ser), determinandose la existen-
cia de delecion en los exones 1-6 en heterocigosis del
gen CYP21A2, observandose ademas, una mutacion
€.290-13A/C>G en heterocigosis. A la vista de estos
resultados, se concluyd que se trataba de un hetero-
cigoto compuesto para estas dos alteraciones que se
asocia a la forma clasica de la enfermedad.

Discusion
El diagndstico de la hiperplasia suprarrenal congénita
se basa en la conjuncion de hallazgos clinicos y bioqui-

micos siendo fundamental la confirmacion genética en
base a un futuro consejo genético.

La negatividad de hallazgos en el estudio molecular
no excluye el diagndstico clinico como en el caso que
presentamos.

El andlisis de la mutacion CY21A2 es problematica,
ya que se considera uno de los genes mas polimorfi-
cos debido, sobretodo, a la presencia de un pseudo-
gen (CYP21P) altamente homdlogo (98 % en exones y
96 % en intrones) que interfiere con la amplificacion del
gen. Esto conduce a conversiones y deleciones del gen
por recombinacion homologa que lo inactivan. Por ello,
dado el gran nimero de mutaciones posibles, conver-
siones y deleciones es importante analizar que método
molecular diagndstico es adecuado para su identifica-
ciéon®,

Asi, los reordenamientos genéticos del gen CYP21A2
han sido tradicionalmente detectados por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) seguida de una restric-
cion enzimatica (RFLP). Sin embargo, la identificacion
de posibles mutaciones no es sencilla debido la alta ho-
mologia existente entre el gen CYP21 y el pseudogen.
Esta dificultad diagnéstica radica principalmente en el
diseno de los cebadores empleados que deben reco-
nocer secuencias presentes en el gen pero ausentes
en el pseudogen. Hasta la fecha, por este motivo, se
han detectado dos regiones en las que el gen CYP21
difiere del pseudogen: una secuencia de 8pb del exén
3 (presente en CYP21 y suprimida en el pseudogen) y
la diferencia de 4 nucleétidos en el exén 6©.

Por este motivo, el uso diagndstico de la PCR segui-
da de RFLP en la HSC debe tener siempre en cuenta la
incapacidad para amplificar los alelos del intrén 2 (don-
de presentaba la mutacion nuestro paciente)®.

Por tanto, la técnica anterior deberia complementar-
se con nuevas técnicas diagnoésticas como la amplifi-
cacion de sondas dependiente de ligandos multiples
(MLPA) capaces de identificar deleciones, conversio-
nes y duplicaciones descritas en el gen CYP21A2. Arti-
culos recientes*® demuestran que la técnica MLPA es
capaz de detectar las mutaciones conocidas del gen
CYP21, aunque con el inconveniente de la posibilidad
de falsos positivos por cercania de las mutaciones/po-
limorfismos a las regiones de unién de la sonda.

La técnica MLPA es un método mas sensible para

EDAD VN 40d |[3m 8m 1%a 2%a 4a
Sodio 135-145 mEq/L | 104 138 138 138 140 139
Potasio 3,5-5 mEg/L 7,2 5,4 4,5 5 5.5 5
170H-progesterona 0,2-0,9 ng/mL >130 >130 20 20 22 3,38
DHEA-S 0.1-0.6 ng/mL 4,57 - 0,1 0,6 1,3 2,2
Delta 4-androstendiona | 23-89 ng/mL - 0,1 0,87 5,19 <0,1
Testosterona 0,0-0,03 ng/mL | 2,5 0,05 0,26 74 1,1 0,03
Cortisol 6-23 pg/dL 6,4 4,6 6,9 - - -
ACTH 9a 52 pg/mL - 142 117,9 - - -

Tabla 1. Evolucion de los parametros bioquimicos y hormonales

#
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la deteccion de mutaciones en el gen CYP21 con res-
pecto a la PCR-RFLP y deberia ser considerada en
aquellos casos en que la primera arroje resultados no
concluyentes y sospecha clinica importante, como en
nuestro paciente.

Como demuestra este caso, la clinica es fundamen-
tal en la practica habitual, prevaleciendo su valor sobre
pruebas complementarias que, en ocasiones, no tiene
la suficiente especificidad para la deteccion de ciertos
casos, lo que obliga el uso de otras pruebas con mayor
capacidad diagndstica.

Bibliografia

1. Labarta JI, Arriba A, Fernandez A. Hiperplasia
suprarrenal congénita. Protoc diagn ter pediatr 2011;
1:117-28.

2. Rica |, Grau G, Vela A. Insuficiencia suprarrenal.
Protoc diagn ter pediatr 2011; 1:166-76.

Volumen XXIV N° 2 Octubre 2017

3. Rodriguez A, Ezquieta B, Labarta JI, Clemente M,
Espino R, Rodriguez A, Escribano A. Recomendacio-
nes para el diagndstico y tratamiento de pacientes con
formas clasicas de hiperplasia suprarrenal congénita
con déficit de 21-hidroxilasa. An Pediatr 2017; 87 (2):
116.e1-116.e10.

4. Hong G, Park HD, Choi R, Jin DK, Kim JH, Ki CS,
Lee SY, Song J, Kim JW. CYP21A2 Mutation Analysis
in Korean Patients With Congenital Adrenal Hyperpla-
sia Using Complementary Methods: Sequencing After
Long-Range PCR and Restriction Fragment Length
Polymorphism Analysis With Multiple Ligation-Depen-
dent Probe Amplification Assay. Ann Lab Med 2015;
35:535-9.

5. Megan C, Kileen A. An Overview of Molecular
Diagnosis of Steroid 21-Hydroxylase Deficiency. J Mol
Diagn 2001; 3:49-54.

iL



