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ESTUDIO DE MUTACIONES NOVELES COMO CAUSA DE LA DEFICIENCIA DE
21-HIDROXILASA

RESUMEN

Con el nombre de Hiperplasia Suprarrenal Congénita (H8@osoce a un conjunto de
enfermedades autosdmicas recesivas en las que se en@fectagla la esteroidogénesis
adrenal. En el 95% de los casos, la HSC se produce poredefcide la enzima 21-
hidroxilasa. Esta deficiencia puede manifestarse en fornaasewvclasica (FC), o leve o no
clasica (FNC). La enzima esta codificada por el @¥P21A2 que se encuentra duplicado y
repetido en tAndem junto a un pseudogatiP21A1Rcon el que comparte 98% de identidad
de secuencia. La elevada identidad de secuencia produce cegiola sea propensa al
alineamiento incorrecto y a la recombinacion desigual, csshtambién a la transferencia de
secuencias del pseudogen al gen mediante el mecanismo \a#segom génica. La mayor
parte de los afectados son compuesto heterocigotas ya qgenmbferentes mutaciones en
cada uno de sus alelos. En estos casos, la manifestacioa dérla enfermedad sera aquella
gue se relaciona con el alelo con mayor actividad enziandi bien la mayor parte de los
pacientes presentan mutaciones derivadas del pseudogeriaHasta se identificaron mas
de 240 mutaciones diferentes como causales de la patologia.

En un trabajo previo de nuestro laboratorio se analizéeleepcia de las 10 mutaciones mas
frecuentes derivadas del pseudogén en pacientes con drdicen21-hidoxilasa de nuestra
poblacion. En esta tesis se estudido por secuenciacion toglen«€€YP21A2y su region
promotora en muestras de ADN de 87 pacientes (15 FC y 72 FNIG} enales restaba
determinar el defecto causante de la patologia en unoral®salelos del gen.

Nuestro analisis reveld la presencia de 12 mutaciones pecoefites ya descriptas
previamente y 7 mutaciones noveles, 6 en la regionicadi€y 1 en un sitio aceptor de
splicingen el intron 5. Para todas las mutaciones noveles hakadanalizaron 50 individuos
de la poblacion general mediante amplificacion de larede interés y cortes con enzimas
de restriccién y en ningan caso se hallé la presenciadenismas. Se hallaron asimismo,
variantes de secuencias no descriptas previamente enegggiromotoras e intronicas que se
clasificaron como polimorfismos ya sea porque las nssis& observaron también en
individuos de la poblacion general, o bien porque no se enaneetr sitios que priori

pudieran afectar alplicing, respectivamente.



A los efectos de analizar la implicancia biolégica de mutaciones noveles halladas, se
realizaron aproximaciones bioinforméticas y ensayosidunates. Dado que la proteina
CYP21A2 humana no esta cristalizada, la misma se modslé@ante herramientas silico a
partir de 18 cristalografias de otras proteinas de la fa@¥R. Una vez obtenido el modelo,
se analiz6 la estabilidad de las mutantes aminoacidichsdds® que no generaban
corrimiento del marco de lectura. Las predicciones indic@ambios en la estabilidad y/o
carga de la superficie de la proteina que sugeririan un posible dédetéreo de las mismas.
Para los ensayos funcionalese realizaron mutagénesis dirigidas sobre un vector que
contiene al ADNc d&€YP21A2 transfeccion en células COS-7 y estimacion de paesion

de la proteina y de su actividad mediante Western Blobmatiografia en placa delgada
(TLC), respectivamente. En todos los casos, las negapresentaron una actividad
enzimatica residual (AER) entre el 15 y el 50%, que seesponderian con alelos
relacionados a la FNC de la patologia. En uno de losnpesjeuna de las mutaciones noveles
se encontraba en el mismo alelo con otra descrighdaonente. Los ensayos funcionales
demostraron que si bien las mismas en forma aislada ses) la presencia de ambasoen
predice un alelo severo con una AER cercana al 2%. &lgumas de las mutaciones
puntuales y para la doble mutante se observé una dismineoida cantidad de proteina
resultante.

Para la mutacion en el sitio aceptor gjgicing en el intron 5, los analisis bioinformaticos
predijeron la anulacion del sitio candnico y la presede 2 sitios cripticos dgplicing uno

en la mitad del intrén 5 y otro en el exdn 6. Para evdduaficiencia desplicing in vitrqg los
estudios funcionales consistieron en la construcciamdainigén mediante amplificacion de
un fragmento entre el exon 4 y el exdn 7 del gen, postdonado en un vector de expresion,
transfeccion en células HeLa, HEK-293 e Y-1 y valoradéh ARNm obtenido por RT-
PCR. Los ensayos revelaron que la mutante presentaB®Nm mas corto que la salvaje
producto de una delecion de 16 nucle6tidos debido a la utilizalgbmsitio criptico de
splicing dentro del exén 6. Esta delecion generaria un codorrmeaeion prematuro que
predice un alelo severo relacionado con la FC de lagua¢ol

Mediante este estudio, el genotipo se completé en 27 d87Igzacientes (100% de los
pacientes FC y 16,6% FN(stos resultados sefalarian que es probable que el valor de 17-
hidroxiprogesterona (17-OHP) post estimulo con ACTH (testsquealiza para incluir a los

pacientes de la FNC), esté sobreestimando la prevaldaclia patologia. A los efectos de



disciminar si los valores hormonales difieren entre fmientes FNC totalmente
genotipificados y aquellos que no, se compararon los galamenonales de 17-OHP basal y
post estimulacion con ACTH, asi como los de Dehidroepiatehana-sulfato (DHEA-S),
Testosterona (T) y Androstenediona (A) de 271 pacientsgmdsticados como FNC. Los
mismos fueron agrupados de acuerdo a si poseen los 2 alel@syutao o0 ninguno. Los
resultados obtenidos indican que no hay diferencias isigtivas entre los grupos estudiados
cuando se analizaron los valores de A, T y DHEA-S. 8ibaggo, en el caso de 17-OHP
basal y post ACTH, se observan diferencias significatestre aquellos que poseen ambos
alelos con mutacién y los demas grupos de estudio. Asimismobservd que si los
pacientes presentaban valores de 17-OHP post ACTH entvaltb lformonal de corte para
la inclusion de pacientes) y 20 ng/ml, s6lo en el 23% HKablaa los 2 alelos matbs Si el
valor hormonal era mayor a 20 ng/ml, el 85% posee amblos @aon mutacion.

Por udltimo, analizando los genotipos encontrados en tlodoggacientes de nuestra cohorte,
ya sea mediante secuenciacion o mediante el estudas dd mutacidbnes mas frecuentes,
observamos que en un 97,7% de los pacientes el fenotiparrespondia con el genotipo
hallado. Las principales discordancias se hallaron enmtasieon la mutacion p.1172N, ya
gue la misma se asocio tanto a la forma virilizante €rf\g6) como a la forma perdedora de
sal. Por otro lado, si bien la mutacion p.R356W esta altéarelacionada a la forma PS de
la enfermedad, un paciente VS presentaba esta mutaci@iezncigosis compuesta con otra
mutacion que predice una enzima sin actividad en el atodlogo. Asimismo, en la
literatura se describe a la mutacion poco frecuente p.H62h0 cana mutacion leve y
asociada a la FNC de la patologia. En esta tesigmsirargo, se refiere que la misma se
relacionaria también con la forma VS de la enfermead. Ultimo, la mutacion poco
frecuente p.R341P se asocia a la forma VS, si bien etralstégo se describe un paciente PS
gue poseia esta mutacion en heterocigosis compuesta oatdcion ¢.283-13A/C>G en el

otro alelo.

Palabras claves Hiperplasia Suprarrenal Congénita; deficiencia 21-hidragilagen

CYP21A2 mutaciones noveles; estudio funcional.



STUDY OF NOVEL MUTATIONS AS THE CAUSE OF 21-HYDROXYLASE
DEFICIENCY

SUMMARY

Congenital Adrenal Hyperplasia (CAH) is an autosomal si¢eslisease caused, in 95 % of
cases, by the deficiency of the-Rydroxylase enzyme. This disorder, which is the most
frequent inborn error of metabolism, has a broad spectf clinical forms, ranging from
severe or classical, which includes the salt-wasting (S\W)sanple virilising (SV) forms, to
the mild late onset or non-classical form of CAH (NCCAHMhe enzyme is encoded by the
CYP21A2gene, which is duplicated and repeated in tandem along thatlCYP21A1P
pseudogene with which it shares 98 % of sequence identig.high degree of sequence
identity makes this region prone to misalignment and udeguambination, as well as the
transference of sequences from the pseudogene to the gegend conversion. Although
most of the patients presented pseudogene derived mutappreximately 240 mutations
haven been described up to date.

In this work, DNA from 87 patients (15 CCAH and 72 NCCAH) waalyred by complete
gene sequencing. In these patients the determination ofldéfext causing the disease
remained inconclusive after the study of the 10 most frequenidpgen-derived mutations.
We found 12 less frequent mutations previously described? aadel ones, 6 of them in the
coding region and one in an acceptor splice site innrrd-or all the novel mutations, DNA
from 50 randomly selected individuals from the general @il were analyzed by PCR
amplification followed by restriction enzyme assays, imute of these mutations were found.
We also found novel sequence variants in in the prometgon of the gene and in introns
that were classified as polymorphisms, either becaugeatéiee found in individuals from the
general population, or because they are placed in regi@ismight not affect splicing
outcome, respectively.

In order to study the biological consequenasdsthe novel mutations, bioinformatic
approaches and functional assays were performed. SinceanhiCYP21A2 was not
crystallized yet, the protein was modeled by means d@ilico tools using 18 other CYP
proteins as templates followed by the estimation of theambytrotein stabilityMolecular
modeling studies revealed changes in the stability and/or sucfaarge of the protein that

could be related to the clinical manifestations found in theemst For functional assays,



site-directed mutagenesis of a vector containing @P21A2cDNA were performed,
followed by transfection into COS-7 cells and estimat@fnthe protein expression by
Western blotting (WB) and its activity by TLC. In all ess the mutants showed a residual
enzymatic activity (REA) lesser than 50% of the wild typetein. Accordingly, all the
variants predict alleles compatible to the mild NCCAH farfrthe disease. In one patient,
one of the novel mutations was found in the same alliéle another previously described.
Functional assays showed that while the mutations intisolare mild, the presence of both
mutations incis predict a severe allele with a REA close to 2%. tn\WB assays, some of
the isolated mutants and the double one showed less awibth®@ protein in comparison
with the wild type.

For the novel mutation in the acceptor splcing sitentwbn 5,in silico analyses predicted the
disruption of the canonical site. Besides, two strong petatryptic splicing sites, one
located in the intron 5 and one in exon 6 were predidted.functional assays, splicing
reporter minigenes were constructed comprising the genomanrégm exon 4 to exon 7
of theCYP21AZgene. The vector was transiently transfected into 288, HelLa, Y-1 cells
and splicing was assessed by RT-PCR. We demonstrate thalletleewith the intron 5
mutation completely abolishes the use of the canonu®&lrsy site. Instead, the use of the
cryptic splicing acceptor site within exon 6 created an mRW\NA a 16 nt deletion leading to
the appearance of a premature stop codon. A severe ealkledrto the classical form of the
disease is strongly suggested by this mutation

After our work, the genotype was completed in 27 out op&fients (100 % of the CCAH
and 16,660 of the NCCAH). This results may indicate that the ently cut-off hormonal
levels used for the diagnosis of NCCAH is overestingathe prevalence of the disease. To
evaluate if hormone values differ between the NCCAHepési fully genotyped and those
with at least one non-determined allele, basal and poGfTHA stimulation 17-
hydroxyprogesterone (17-OHP), dehydroepiandrosterone-sulfateAEB), testosterone (T)
and androstenedione (A) values were compared in 271 atigagnosed as NCCAH.
Patients were grouped according to whether they had 2 mulbtied,aone or no one. Our
analysis revealed no significant differences betweenpgavhen the values of A, T and
DHEA-S were compared. However, basal and post ACTH 17-OHRslexare statistically
different between those patients having both mutatedealhd those with one or no one.
Among patients with 17-OHP post ACTH values between 10 (diyreut-off value) and 20



ng/ml, only a 23 % had 2 mutated alleles, whereas if the valaes greater than 20 ng/ml,
85 % of patients had mutations in both alleles.

Finally, analyzing the genotypes found in all our patientdieeiafter sequencing or by
studying the 10 most frequent mutations, we observed a 97,7% tgbemgenotype
correlation, while discrepancies were found mostly assetigo the p.I172N mutation.
Patients having this mutation presented either with the @ br with the SW one. In
addition, while p.R356W mutation is strongly associated thighSW form of the disease, we
found the mutation in one patient SV with another severation in the homologous allele.
On the other hand, the less frequent p.H62L is described iatliterrelated to the mild
NCCAH form. In this work, however, it is reported assoddatethe SV form of the disease.
Finally, the less frequent SV p.R341P mutatismerein described in a SW patient having
the ¢.283-13A / C> G mutation in the homologous allele.

Keywords: Congenital adrenal hyperplasia; 21-hydroxylase deficie@yP21A2gene,
novel mutations, functional studies.
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.1.-GLANDULAS SUPRARRENALES

Las glandulas suprarrenales son dos estructuras piramidazadas encima del polo
superior de ambos rifiones en una posicion discretamegd& y miden aproximadamente
2,5 x5 cm, con un espesor de 1 cm. Constadtg®s glandulares distintos, la corteza y la
médula, envueltos en una cédpsula comun. El 85- 90% de sutatakeorresponde a la capa
externa o corteza, la cual a su vez se divide en tmeaszda mas externa, denominada
glomerulosa, encargada fundamentalmente de la sirdesimineralocorticoidesla zona
intermedia o fasciculada que secreta glucocorticoidEsmas interna denominada reticular,
gue sintetiza sobre todo andrégenos y en menor medidacghicoides(Figura 1). En el
ser humano el principal mineralocorticoide es la aldosge el glucocorticoide mas
abundante es el cortisol y los principales androgenos sepatgs son la
dehidroepiandosterona (DHEA) y la DHEA-sulfato (DHEA-El porcentaje que resta de la
glandula corresponde a la médula suprarrenal que estahestieste relacionada con el

sistema nervioso simpatico y responde a su estimuladdoetacion de catecolaminas.

Figura 1: Esquema representativo de las diferentes capas degkandula suprarrenal
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.2. SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDEAS

1.2.1 SINTESIS, CAPTACION Y TRANSPORTE DE COLESTEROL

La esteroidogénesis suprarrenal estd definida por una cenizatenada de reacciones
enziméticas que permiten la conversion del colesterdivarsos esteroides biolégicamente
activos La corteza suprarrenal sintetiza tres clases difeserde hormonas: los
glucocorticoides, los mineralcorticoides y los andrégenos

El colesterol destinado a la sintesis de hormonasoédtas puede tener tres origenes: el que
procede de la dieta, el que se sintetiganovoa partir de acetato, regulado por la enzifa 3
hidroxi-3metilglutamil.coenzima A (HMG-CoAreductasgkl que proviene de los depositos
en los tejidos esteroidogénicos en forma de estereslegearol (Gwynne y col., 1982). La
mayoria del colesterol empleado en la sintesis dedmasnesteroideas procede de la dieta y
es transportado en forma de lipoproteinas de baja derfkidajl

La captacion de LDL-colesterol en la glandula suprarresaéstimulada por la hormona
adrenocorticotropina (ACTH). La mayor parte de la captacle LDL es mediada por
receptores especificos para LDL que, por endocitosis megiadareceptor, forman
vesiculas que se unen a los lisosomas donde los edéeedesterol son hidrolizados para
liberar el colesterol que servira de sustrato para la fodmate esteroides. El nimero de
receptores para LDL en la superficie celuldhdesgulado de forma negativa por la captacion
de LDL-colesterol a través de la endocitosis (Kovaneoly 1979). La ACTH aumenta el
namero de receptores para LDL en la superficie celulactizidad de colesterol esterasa
gue libera la LDL a partir de los esteres de colested# gotitas lipidicas almacenadas vy,

como consecuencia, la cantidad de colesterol libradelular (Shima y col., 1972
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.2.2 ESTEROIDOGENESIS

La mayoria de las emmés responsables de la esteroidogénesis pertenecen al grupo de
proteinas citocromo P450 (Fraser, 1992). Estas proteinasxg@sas que poseen un grupo
HEMO, captan hierro y ocupan un lugar terminal en la cadetramigporte de electrones que
media la biotransformaciéon de muchas sustancias de ongkrgeno y exdgeno. Reducen
O, empleando electrones donados por NADPH. Se localizan emtdeondria o en los
microsomas y se denominan asi porque tienen un pico de ahsiarla 450 nm cuando se
encuentran reducidas con monoxido de carbono.

Las reacciones enzimaticas de la esteroidogénesis su@alagstan compartimentalizadas
dentro de la célula y se distribuyen entre la mitdciany el reticulo endoplasmatico. Las
enzimas mitocondriales son la P450scc y la P450c11, miepnteaas microsomales son la

P450cl17 y la P450c21 o 21-hidroxilg§agura 2).

Figura 2: Esquema de la esteroidogénesis en una célulaldeorteza suprarrenal
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Preg: Pregnenolona; OH-Preg:17-hidroxipregnenolona; Prog: progesterona; 170H-Prbg:
hidroxiprogesterona; DOCA: 11-deoxicorticosterona,ODOCA: 18-hidroxicorticosterona. 11-desox:
11-desoxicortisol; B-HSD: 33-hidroxiesteroidedeshidrogenasa B5-B4; DHEA: Dehidroepastérona,
P450c21: 21-hidroxilasa, P450cl17: 17-hidroxilasa, P45@&11-118-hidroxilasa, P450c11AR2:
Aldosterona sintetasa, P450scc: Colesterol desmdtasiificado de Oliver y col., 2000.
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1.2.2.1. CONVERSION DE COLESTEROL A PREGNENOLONA

El colesterol libre es insoluble en el citosol, pogle es transportado a través del citoplasma
hasta la mitocondria unida a una proteina transportaioiaARD4 (Rodriguez-Agudo y
col., 2008). Posteriormente, el colesterol atraviesané&mbrana mitocondrial hasta el
citoplasma mediante la proteina StAR (Stocco y Clark, 1¥a proteina se sintetiza muy
rapidamente en respuesta al AMP ciclico (AMPc) y tienevide media muy corta, lo que
permite un rapido control de la esteroidogénesis (MEe067).

La reaccion limitante en la biosintesis de los estesoes el paso de conversion de colesterol
a pregnenolona que se realiza en la mitocondfiguta 2). De hecho, todas aquellas
hormonas que son capaces de estimular de forma agudadacgiém de esteroides,
aumentan el pasaje de colesterol a pregnenolonac@&starsion esta mediada por la enzima
P450scc, también denominada colesterol desmolasa, sideeppr el ge@ YP11A1

La conversion del colesterol a pregnenolona comprendafast dos hidroxilaciones en
posicion 20 y 22 y la escision de la molécula entre lolsocers 20 y 22 dando lugar a la
formacion de pregnenolona y acido isocaproico (Miller, 1988;yAStewart, 200b

La sintesis de la proteina P450scc es estimulada por la AiGditdda por la hipdfisis (ver
mas adelante). La unidbn de ACTH a su receptor de membranantaulmeconcentracion
intracelular de AMPc, que a su vez estimula la actividaerasd para la liberacion del
colesterol de los esteres almacenados y aumentanttigcion deCYP11A1(Kim y col.,
1997; Arukwe, 2008). La pregnenolona sale rapidamente de laamitoa y es modificada

secuencialmente para dar lugar a los distintos tipos deidste

1.2.2.2. SISTEMAS ENZIMATICOS
La pregnenolona que se sintetiza a partir del colesseraltiliza como sustrato por los
sistemas enzimaticos que se ubican en el reticulo emsdoftiso En el reticulo

5
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endoplasmatico, la pregnenolona puede sufrir 2 conversiosesconversion a 17-
hidroxipregnenolona, reaccion catalizada por P450c17 o 17xiHasa (codificada por el gen
CYP1), o el pasaje a progesterona, reaccibn catalizada porenzima B-
hidroxiesteroidedeshidrogenasa B5-B4 B-HSD. En este Ultimo caso, se produce la
deshidrogenacion del hidroxilo en posicioffi § la isomerizacién del doble enlace de
posicion 5-6 a 3-4. A partir de la progesterongor sucesivas hidroxilaciones en los
carbonos 21, 11 y 18 se forma la aldosterondigura 2) en la zona glomerular de la
glandula.

En el reticulo endoplasmético la proteina P450c17 tieneaatwidad dual. Por un lado
presenta actividad de 17-hidroxilasa que media la conversgopregnenolonaen 17-
hidroxipregnenolona y de progesterosa 17-hidroxiprogesterona (17-OHP). Por el otro,
tiene actividad de 17,20-liasa que media la conversion de di@xipregnenolona en
Dehidroepiandrosterona (DHEA) y de 17-OHP en androstendion&dedho de que la
P450cl7 tenga 2 actividades, implica que la enzima desempefiapeincfzve en la
orientacion de la esteroidogénesis hacia la biosintesiglucocorticoides (actividad 17-
hidroxilasa, pero no de liasa) o de esteroides sexualesfpia de las 2 actividades). En la
glandula suprarrenal la enza tiene poca actividad de liasa, mientras que esta actieislad
muy importante en el testiculo (Hall, 1991; Akhtar y c®Q05). Por otro lado, en las zonas
fascicular y reticular existe una mayor actividad 17-hidasai que en la zona glomerular.

La enzma 3B-HSD cataliza la conversion de pregnenolona a progesteadmal?-
hidroxipregnenolona a 17-OHP y de DHEA a androstendiona. i&s0 es necesario para la
sintesis de glucocorticoides, mineralcorticoides y estes sexuales.

La enzima 21-hidroxilasa es también un citocromo microsda0 (P450c21) y esta

codificada por el gelCYP21A2 Se encuentra en el reticulo endoplasmatico y utdia
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progesterona g la 17-OHP como sustratos para producir 11-desoxicorticostéid@g) y
11-desoxicortisol respectivamente (White y col., 1984a; Whitel., 1984h. Se demostrd
por estudios inmunohistoquimicos que la enzima esta preselids eas zonas de la corteza
syprarrenal, con una intensidad mas marcada en las zgoaerulosa y reticular. Sin
embargo, la actividad enzimética 21-hidroxilasa no es neaepara la biosintesis de
esteroides sexuales y por ello la P450c21 no se exprésagdnadas.
La ultima etapa corresponde a la biosintesis de aldostezn la zona glomerulosa y de
cortisol en la zona fasciculada. Estas reaccionescatalizadas por dos enzimas P450c11
codificadas por genes diferentesCAMP11Bly el CYP11B2
En la zona glomerulosa, la proteina P450c11aldosintetasficada por el geYP11B2es
responsable de tres actividades enzimaticas (Okamoto y col); 2005

» La 118-hidroxilacion de DOG corticosterona.

= La 18-hidroxilacion que convierte la corticosterona en 1&@-okicorticosterona.

= La 18-oxidacion que convierte la 18-hidroxicorticosteronaléasterona.
Este sistema enzimatico recibe el nombre de P450c11/AldoatsirdetasaXsS).
En la zona fasciculada, la otra enzima P450cll cataleaforma muy activa la
transformacion de 11-desoxicortisol en cortisol por $widad 113-hidroxilasa. La actividad
18-hidroxilasa de esta 2ima es 10 veces mas débil que la de P450c11-aldosintetasa
Aunque los gene€YP11Bly CYP11B2comparten una identidad de secuencia del 95%, las
secuencias promotoras difieren entre si. Es esta difarenque permite una regulacion de
las etapas finales de la biosintesis de los glucocattisgi mineralcorticoides por la ACTH y
la angiotensina Il, respectivamente (Mornet y col., 1888ler y Oertle, 1993
Si bien hay algunas enzimas esteroidogénicas que se exgeegamma ubicua en el tejido

corticosuprarrenal, el producto principal final generado afa czona dependera de la
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expresion diferencial de algunas de las enzimas dedeoielstgénesis en areas concretas de
la corteza suprarrenalPor otra parte, la capacidad de las distintas enzimas de la
esteroidogénesis de actuar sobre mas de un sustrato,ifgokibgeneracion de un mismo
producto final a través de diversas \Vegura 3). Es asi que en el ser humano, por ejemplo,
la falta de P450cl7 en la zona glomerular, en contradte abundante expresion de
P450cl11/aldosterona sintetasa, determinan la sintesis deeeddasen esa area mientras que
la elevada expresion de P450cl17 en la zona fascicular prentaesintesis de grandes
cantidades de cortisol en dicha zona. A su vez, la zeticular expresa altos niveles de
P450c17 pero no de P450c21 que junto a los muy bajos nivelegHRIBy P450c11, dirige

la sintesis hacia la produccion de DHEA y su derivado DHHEfatsy(DHEA-S).

Figura 3: Zonificacion funcional de la corteza suprarrenal
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3p-HSD | 3p-HSD | 3p-HSD)
PROGESTERONA » 170H-PROGESTERONA ANDROSTENDIONA
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DOCA RETICULAR
11-DESOXICORTISOL
P450c11-B1 \_ Y,
v P450c11 -[311
CORTICOSTERONA
CORTISOL
P450c11/AS-B2
ALDOSTERONA \_ FASCICULAR v

N GCLOMERULAR )

DOCA: 1ll-deoxicorticosterona, B3HSD: 3B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa B5-B4 DHEA:
Dehidroepiandrosterona, DHEA-S: DHEA-Sulfato, P450c21hi@texilasa, P450c17: 17-hidroxilasa o
17,20 liasa, P450cl1f1: 11B8-hidroxilasa, P450scc: Colesterol desmolasa, ST: sulfatBsguema
modificado de Pombo y col., 2009.
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.2.2.3. SINTESIS DE CORTISOL

En la zona fascicular, la sintesis de cortisolesdiza a partir de la 17-hidroxilacion de la
pregnenolona por la enzima P450cl17 en el reticulo endopiesnigo. Se produce 17-
hidroxipregnenolona que pasa a QAP por la conversion de su doble enlace 5-6 en un
doble enlace en la posicion 4-5 por la accion pi¢1SD también localizada en el reticulo
endoplasmatico liso. A su vez, la OHP por accién de la P450c21 se transforma en 11-
desoxicortisol. Este compuesse hidroxila en la mitocondria por accion de la P450811-
para formar cortisolRigura 2).

En esta cascada de reacciones enzimaticas, el prinagial tieterminante es la abundante
expresion deCYP17y su actividad preferencial de 17-hidroxilasa (frente a una a&scas
actividad de 17,20 liasa) que dirige la sintesis hacia 17xwuegnenolona y 17-OHP

(precursores de cortisol) y la consecuente disminucida siatesis de aldosterona.

.2.2.4. SINTESIS DE MINERALCORTICOIDES

La sintesis de mineralocorticoides tiene lugar en la zglamerular donde la falta de
expresion de P450c17 dirige la conversion de la pregnenolgmegesterona por accion de

la enzima 3B-HSD (Figura 3). La progesterona que se sintetiza en el reticulo dasgtogatico
sufre una hidroxilacion en posicion C21 para convertirs®®g& por accion de P450c21
(Miller, 1988; Arlt y Stewart. 2006 Finalmente, el DOC es transformado en aldosterona por

accion debkistema enziméatico AS ubicado en la membrana internardiédaondria.

.2.2.5. SINTESIS DE ANDROGENOS

La sintesis de andrégenos suprarrenales tiene lugaremiefmente en la zona reticular y
comparte con la sintesis de glucocorticoides el conjdet@eacciones que conducen a la
formacion de 17-hidroxipregnenolona y 17-OHHg(ra 3). A partir de este punto, la

actividad 17,20 liasa de la enzima P450cl7 determina la conved@®nl?-
9
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hidroxipregnenolona en DHEA y 17-OHP en androstenedionpectggamente. En el
humano, la capacidad de la P450c17 liasa de conver@HFen androstenediona es muy
limitada. Por el contario, su capacidad de conversion utilzahb/-hidroxipregnenolona
como sustrato es muy elevada y por lo tanto existe uresisipreferencial de DHEA.

Una parte significativa de los androgenos suprarrenatesufatados antes de ser vertidos al

torrente sanguineo.

.3. REGULACION ENDOCRINA DE LA ESTEROIDOGENESIS

La secrecion de los esteroides corticosuprarrenalessestétida a un preciso sistema de
control en el que operan, principalmente, sefiales end8cyitros factores sistémicos asi
como cambios en la concentracion de electrolitos tfiMgrcol., 2000; Arlt y Stewart, 2005).
Ademas, la secrecion corticosuprarrenal (fundamentdérae cortisol) presenta un marcado
ritmo circadiano que esta condicionado por el patronudédvigilia. Todo ello sugiere la
existencia de mecanismos de control muy precisos que perajfitstar la tasa de secrecion

de los distintos esteroides suprarrenales a las demasid&gyicas del organismo.

.3.1. REGULACION DE LA SINTESIS DE MINERALCORTICOIDES
La aldosterona es el mineralcorticoide mas potente; mijosiencion de sodio y de agua y
aumenta d tension arterial. La regulacion de la sintesis y libérade aldosterona esta
estrechamente relacionada con su accion biologicaprirmspales estimuladores fisiologicos
son:

= La activacion del sistema renina-angiotensina (Peach).1977

= El aumento de niveles de potasio extracelular que esnoiopal al déficit de sodio

en el plasma (Ehrhart-Bornstein y Bornstein, 2008

10
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El sistema renina-angiotensina es un sistema hormonal que aytefgular a largo plazo
la presion sanguinea y el volumen extracelular corporal.cédas granulares del aparato
yuxtaglomerular que se localizaen la arteria aferente son las encargadas de setaetar
renina: La misma tiene funcién de proteasa que activagidtansin6geno presente en la
circulacion sanguinea y que se praglea el higado. Esta activacion da como resultado la
formacion de angiotensina I. Al pasar por los pulmoneantgotensina | se convierte en
angiotensina I(A-11) por accion de la enzima convertidora de angiotensind)EEigura
4).
La A-ll tiene las siguientes funciones:
= Es el vasoconstrictor mas potente del organismo despulg&néotelina.
= Estimula la secrecion de hormona antidiurética (AEthbién llamada vasopresjna
por la neurohipdfisis. La ADH estimula la reabsorcionvelnienal de agua y produce
la sensacion de sed.
= Estimula la secrecion de la aldosterona por las glasdulararrenalegue aumenta la
reabsorcion de sodioy de agua a nivel renal. La réende sodio y de agua
producira un incremento de volumen sanguineo que tiene asulbado un aumento
en la presion arterigFigura 4).
= Estimula la actividad del sistema simpatico que tiene #&mbun efecto
vasoconstrictor.
El sistema se activa cuando hay pérdida de volumen iseaguna caida en la presion
sanguinea (como en una hemorragia) y en especial cuandarnayto de la osmolaridad del
plasma. Mas aun, incrementos moderados de los nivelestdsiop@aumentan en forma
significativa la secrecion de aldosterona mientras guecidbnes de hipopotasemia se

asocian a una reducciéon de su sintesis (Lopez-Caldetoh, \2009). Ademas, la secrecion

11


http://es.wikipedia.org/wiki/Presi%C3%B3n_sangu%C3%ADnea
http://es.wikipedia.org/wiki/Fluido_extracelular
http://es.wikipedia.org/wiki/Vasoconstricci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Vasopresina
http://es.wikipedia.org/wiki/Neurohip%C3%B3fisis
http://es.wikipedia.org/wiki/Aldosterona
http://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A1ndulas_suprarrenales
http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio

Melisa Taboas Capitulo I- Introduccion

de aldosterona es sensible a cambios en la concentdec&odio y puede ser estimulada por
la ACTH hipofisiaria. Este efecto estimulador es muchaasgotente que el de la A-1l y el

potasio.

Figura 4: Sistema renina-angiotensia-aldosterona
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Retencidn sodio - — l
t ’l‘ E Fragmentos

Inactivos
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Angiotensinalll
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L} Renina ;l Cinindgeno
vd

Prostaglandinas

Enzimas proteoliticas que intervienen en la sintesend®tensina I, renina y ECA. ECA: Enzima
convertidora de angiotensina, IECA: inhibidor de EGAI: VasodilatadorasModificado de Oliver y
col., 2000.

.3.2. REGULACION DE LA SINTESIS DE GLUCOCORTICOIDES Y
ANDROGENOS SUPRARRENALES

La sintesis de glucocorticoides en la zona fascicutarkego el control casi exclusivo de la
ACTH hipofisiaria. A su vez, el neuropéptido hipotalamico CRidrihona liberadora de
corticotrofina) estimula la sintesis y la liberacionAd&TH. El cortisol participa activamente
en la autorregulacion de este sistema hormonal a tdevégciones de retroalimentacion
negativas tanto a nivel hipotalamico como hipofisario. tganizacion funcional de este eje

neuroenddcrino se representa eRitura 5.

12
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Figura 5: Representacion esquematica del eje hipotalamogifisis-suprarrenal (HHS)
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El eje HHS es responsable del control fisiolégico a@lesécrecion de cortisol. CRH:
Hormona liberadora de corticotrofina ACTH: Adrenocorticotrofina. Esquema
modificado de Stewart y Krone, 2011.

La ACTH, como regulador hormonal casi exclusivo de taesis de cortisol, provoca la
activacion de receptores especificos de membrana presentdas células de la zona
fascicular y en menor medida de la zona reticularoEseceptores estan acoplados a
proteinas Gs, con el consiguiente aumento de los nivelaselulares de AMPc y posterior
fosforilacion de proteinas. Esta activacion provocalguentesis de cortisol se produzca de
dos maneras: por un lado se produce un efecto agudo, a losnpioatss, mediado por un
aumento de la proteina StAR que da lugar a un incremendat@mslocacion de colesterol al
interior de la mitocondria y su conversion en pregneral(diu y col., 1996; Lehoux y col.,
1998). Por el otro lado, se produce un efecto crénico o a fdago, por el cual el estimulo
de ACTH incrementa la expresion de diversas enzimas implieadés sintesis de cortisol
tales como P450scc, P450cl17, P450c21 y P450cll. Asimismo, el estostdoido de la

ACTH aumenta la sinteside novode colesterol, favorece la hidrélisis de ésteres de
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colesterol almacenados en gotas lipidicas e inducefagio hipertrofico sobre la corteza
suprarrenal. El cortisol que se produce opera como el principdidor de la sintesis y
secreciéon de CRH hipotaldmigade ACTH a nivel hipofisiario a través de circuitos de
retroalimentacion negativ&igura 5).

La secrecion de ACTH vy cortisol es pulsatil y estacada por un ritmo circadiano acoplado
al patron de suefio/vigilia. En el ser humano, la secrefddortisol es maxima entre las 4:00
y las 8:00 (antes de despertaton valores de hasta 20 pg/dl) y minima entre las 20:00 y
24:00(valores aproximadamente Sug/dl).

La sintesis de los androgenos suprarrenales por las fasoasular y reticular, al igual que lo
gue ocurre con el cortisol, depende de la ACTH hipofisar@s propios esteroides
suprarrenales y las catecolaminas de la médula modulaesfuesta de las células
suprarrenales a la ACTHEN la zona reticular existe una menor actividad de 11-hidwsaxil
gue en las otras dos zonas, lo que hace que se sint@iceayor proporcion de andrégenos.
Entre los factores que inhiben la actividad de la 11-hidroxgasancuentran el cortisol, la
androstenediona y la adrenalina. Esta situacion provocéaqoma reticular, al encontrarse
sometida a mayores concentraciones de estas hormonatagjusras capas, sintetice
fundamentalmente DHEA, DHEA-S y en menor proporcion, @stdnediona. Ademas, la
P450c17 presente en las células de la zona reticular poae&ctividad muy alta de 17,20

liasa. Todo ello dirige la ruta de sintesis hacia lenémion de andrégenoki@ura 3).

l.4. HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA
La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) define un grupo dengedades congénitas en
las que se produce un error en la esteroidogénesis suprartemasintesis de

glucocorticoides, mineralcorticoides y andrégenos puede \afextada de forma global o
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parcial, dando lugar a un grupo heterogéneo de cuadros clijiegsueden manifestarse en
el periodo neonatal, durante la infancia, la adolesceneiala edad adulta. Las alteraciones
en la accién enzimatica daran lugar a una disminuciéa simtesis de las hormonas situadas
por debajo del bloqueo y un aumento de los productos previgd@ lloqueo. El bloqueo
enzimatico afecta siempre en mayor o menor gradoiatiss de cortisol, que se compensa
con un aumento de ACTH, la cual al actuar en forma tevapdurante el desarrollo
embrionario y fetal, provoca una hipertrofia de la glaaduwlprarrenal.

Se conocen distintas formas de HSC. Las mismas se propaceieficiencia de alguna de
las enzimas de la via esteroidogénica entre las que sergran aquellas que se producen
por la deficiencia de la Bthidroxilasa, la de [Bhidroxiesteroide deshidrogenasa, el déficit
de P450cl7 (17-hidroxilasa, aislada o combinada con la deficidiecid7,20 liasa), de
colesterol desmolasa, de P450c21, o bien por déficit de la iogienprovee los electrones,
la llamada P450 oxidorreductasa o POR (Pandey y col., 2004; N2illéh; Scott y Miller,
2008). Una subforma de este grupo complejo de enfermedadededisiencia de la enzima
StAR que causa hiperplasia adrenal congénita lipoide y cugatedstica principal es la
acumulacion de lipidos que llevan a la destruccion celula

Entre las diferentes formas de HSC, el 90-95% de los sasdsbe a un déficit de la enzima
21-hidroxilasa o P450c21, deficiencia que se produce por algunaciaibeen el gen
CYP21A2que la codifica (ver mas adelante). La HSC por deficit dehldroxilasa es la
segunda en frecuencia, se debe a mutaciones en €yehlBly tiene una incidencia
aproximada de 1:100.000-1:200.000. Se refleja en un aumento de los plasteaticos del
precursor del cortisol (11-desoxicortisol) y de la cosierona (11-desoxicorticosterona).
Como este Ultimo esteroide tiene actividad mineralamode, los enfermos presentan

hipertension. Se ven aumentadas las hormonas sexualds,tpnto se puede observar una
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virilizacién posnatal.

Las otras formas de HSC son de baja incidencia. En tlodosasos hay un déficit de
glucocorticoide y dficit de hormonas sexuales, excepto en la HSC por déficit de 3-HSD en
donde las hormonas sexuales se encuentran reducidashemiale y aumentadas en las
mujeres quienes pueden presentar virilizacion posnatal. gweimien las diferentes HSC
existe un déficit de mineralocorticoides, excepto en la HSCdpéicit de 17-hidroxilasa
donde los mismos se encuentran aumentadéste aumento de los niveles de

mineralocorticoides da lugar a la aparicion de hipertar{§éewart y Krone, 2011).

I.5. DEFICIENCIA DE 21-HIDROXILASA

.5.1. PRESENTACION CLINICA
La deficiencia de 21-hidroxilasa exhibe 3 formas de presentadigica: la forma con
pérdida salina (PS), la forma virilizante simple (VS), que@munto constituyen la forma

clasica de la enfermedad (FC), y la forma no cla$ibeC) o de presentacion tardia.

1.5.1.1. FORMA CLASICA CON PERDIDA SALINA

Es la forma de presentacion clinica mas grave de la emfadn8urge como consecuencia de
la deficiencia de la sintesis de mineralcorticoides presenta en alrededor del 75% de los
afectados de la forma clasica (Forest, 2004). El défecinldosterona produce una pérdida
renal de sodio, retencibn de potasio, natriuresisadkevy deplecion de la volemia.
Generalmente se presenta entre los 5 y 10 dias de vidacgrasseriza por un cuadro
progresivo de anorexia, ausencia de ganancia ponderaimdada, poliuria y vomitos. Si
no se reconoce el cuadro y no se realiza el tratamniadecuado precozmente, puede
ewlucionar en poco tiempo a un cuadro severo de deshidrathigétonica y shock

hipovolémico de consecuencias letales. Analiticamenteraetedza por acidosis metabdlica
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hiponatrémica e hiperpotasémica, disminucion de aldostertevada actividad de renina
plasmatica (ARP) con una relacién ARP/aldosterona elevada

El cuadro de pérdida salina no se desarrolla sino hasta desguéacimiento, dado que
durante la gestacion, la homeostasis electroliticafetel afectado por la deficiencia se
mantiene a expensas de la placenta, la funcién resghnarrenal materna (Speiser y White,
2003). Los pacientes presentan asociado un déficit seveartdm| que agrava y potencia el
déficit de mineralcorticoides. En condiciones fisiolégjckns glucocorticoides aumentan la
contractilidad muscular esquelética, mejoran la corilicead cardiaca, el gasto cardiaco y la
sensibilidad a la accion de las catecolaminas. En su@aspar lo tanto, disminuye el gasto
cardiaco, el filtrado glomerular y la capacidad para éxcegua.

El exceso de secrecion de androgenos que se produce en darengirno afecta la
diferenciacion de los genitales externos en el varam.e8bargo, el hiperandrogenismo
produce una virilizacion de los genitales externos en las.nBa las mujeres afectadas,
cuando la suprarrenal fetal comienza a producir andrégenoantidades elevadas, el seno
urogenital se encuentra en proceso de septacion y los nivedeslidgenos pueden impedir
la formacion de la vagina y la uretra como estructgegsaradas e independientes. Los
andrégenos actuaran sobre sus receptores induciendo hipedteodidtoris, fusion de los
labios mayores y migracion rostral del orificio uretragginal. Se produce una virilizacion
progresiva y variable de los genitales externos que #ldaaaparicion de genitales ambiguos
(Figura 6). EI maximo grado de virilizacion dara lugar a un fenotiposauno con
hipertrofia reniforme del clitoris, hipospadias perineal hios mayores escrotalizados con
ausencia de testiculdsas nifias muy virilizadas pueden ser erroneamente idewdccomo

varones con criptorquidia.

17



Melisa Taboas Capitulo I- Introduccion

Figura 6: Diferentes grados de masculinizacion y ambigledad wjeal

©) ©) ©)

1. Genitales femeninos norma)é&s Hipertrofia de clitoris3: Hipertrofia de clitoris, fusién de labios
mayores y seno urogenital Unieb, Hipertrofia de clitoris con hipospadias perineal, fusién bm$a
mayores con apariencia escrotal,Hipertrofia de clitoris con meato urinario en punta, apaigen
completa de genitales masculinos Esquema modificado de Pra&ér,

Las estructuras derivadas del conducto de Wolff, por su padejeren concentraciones
locales mucho mas altas de testosterona que los gemtdégaos para lograr su completa
diferenciacion. Las estructuras mullerianas, al no &ganos diana para la accion
androgénica, se desarrollan con normalidad. Por lo tehttgsarrollo del atero, trompas y
los 2/3 internos de la vagina son normales en las nifiasl #aron, se observa desde una
simple hiperpigmentacion melanica no racial hasta ngaoritosomia (Rodriguez y col.,
2006). El grado de gravedad de la virilizacion no se correlaaon el grado de severidad de

pérdida salina.

1.5.1.2. FORMA CLASICA VIRIZANTE SIMPLE

Esta forma clinica se presenta en el 25% de los castefide clasico de 21-hidroxilasa y se
caracteriza por un déficit en la sintesis de cortisalny exceso en la produccion de
andrégenos suprarrenales desde la época fetal. A difedmda forma PS, la sintesis de

aldosterona no se ve alterada en forma grave, por loeguargtiene la homeostasis del sodio
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a pesar de que los niveles de renina pueden estar elevadesp&semtes presentan por lo
tanto, una virilizacion severa pero sin signos clinicospéidida salina. Las niflas son
identificadas precozmente por la virilizacion de los genitakgernos, pero los nifios y las
nifias con una virilizacién leve se suelen diagnosticar tar@amente, generalmente en la
infancia cuando se ponen de manifiesto los signos de hisegemismo. Las niflas tienen
genitales externos con un grado variable de virilizacion.

En la etapa posnatal, el exceso de andrégenos continieamild los genitales y determina
la aparicion de una pseudopubertad precoz en ambos sexeghasde hiperandrogenismo
incluyen pubara axilarca aumento del olor corporal, acné severo, crecimiexagerado
del pene e hipertrofia de clitoris. En ocasiones, serwdbaen cuadro de pubertad precoz
central asociado que se produce por la privacion androgépietalamo-hipofisaria y que
provoca que se active el eje hipotalamo-hipofiso-gonadal.

Un control inadecuado de la enfermedad puede dar lugar a que laspre8anten acné
hirsutismo y disfuncién ovarica. La mayoria de las nagajue presentan esta forma de la
enfermedad tienen la mepara una edad normal, aunque presentan en la edad adulta
oligomenorrea y una disminuciéon de la fertilidad. Los fataque pueden contribuir a que
existan problemas de fertilidad son un inadecuado contrbipErandrogenismo que induce
ciclos anovulatorios, alteracion del eje hipotalamo-hgoebvarico, ovario poliquistico,
excesiva produccion ovarica de andrégenos. Por otro lado, paede ana activacion del
sistema renina-angiotensiadtosterona (Holmes-Walker y col., 1995; White y Speiser,
2000).

Los varones adolescentes y adultos con la deficienckd dadroxilasa clasica pueden tener
una pubertad normal al igual que la funcion testicudaespermatogénesgida fertilidad. Sin

embargo, se describi6 que hasta el 30% de los pacientes adebasollan infertilidad
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(Cabrera y col.,, 2001). Asimismo, los pacientes que motstiados en forma eficiente
presentan nédulos testiculares que destruyen progresivalogeritgoulos testiculares y las
células de Leydig, presentan bajos niveles de testostgranmento de las gonadotrofinas.
Estos n6dulos aumentan en los periodos en los que la AGaldlesada y disminuyen con
el tratamiento glucocorticoideo (Cutfield y col., 1983; Cosab®ukhovsky y col., 1994). El
aumento prolongado de andrégenos suprarrenales, que sonizadosaperiféricamente a
estrogenos, puede producir la supresion de la secrecibn ddotofiaas alterando el
crecimiento y funcionamiento testiculay producr atrofia testicular y azoospermia
(Bonaccorsi y col., 1987; New y col., 1988; Blumberg y col., 1@€4hrera y col., 2001;
White y Speiser, 2002).

En ambos sexos, el exceso de andrégenos sin tratampiegfieesaid hacia la aparicion de
pubaca precoz, genitales ambiguos en la nifia, aceleracion deadmracion O0sea, cierre
precoz de las epifisis y talla baja en el adulto (DiMartNardi y col., 1986; Premawardhana

y col., 1997; Hargitai y col., 2001; Cabrera y col., 2001).

.5.1.3. FORMA NO CLASICA O DE PRESENTACION TARDIA

Es una deficiencia enzimatica parcial, con actividad de 2bstildsa suficiente para la

sintesis de mineralocorticoides y en general de cortisqjug se acompafia de una
superproduccion de andrégenos fuera del periodo neonatal.a@iamte se manifiesta por un
cuadro variable de hiperandrogenismo que se evidencia duramiznieia, la adolescencia o

incluso comenzar en la edad adulta. Habitualmente se proddaesegunda infancia o en

edades peri o postpuberales. Generalmente estos sintomae@driogenismo son poco

marcados y son coincidentes con el inicio de la adren&maeste periodo, aumenta la
actividad de 17-hidroxilasa y disminuye Ig-Bidroxiesteroide deshidrogenasa lo que
favorece la produccién suprarrenal de andrégenos (Speiset, l2000col., 2008. En esta
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presentacion clinica, no existe sindrome de pérdida salwiglizacién prenatal, por lo que
las nifias al nacimiento presentan genitales femeninos lestma

La FNC suele cursar con pubarca prematura, aceleraciaredad 6sea, baja talla en la edad
adulta, hirsutismo, acné, irregularidades menstrualepeeia en la region temporal e
infertilidad. Asimismo, se suele asociar la presencia tigoroenorrea y deovario
poliquistico (New, 2006; Liu y col., 2008). Los signos clinicosdifieren de los que se
presentan por otras causas de hiperandrogenismos, por lo gaeitrges son generalmente
detectados a partir de los ensayos bioquimicos y/o matesupara determinar el origen de
la afeccion. Entre el 5 y el 10% de todos los pacientes maeifiestan signos de
hiperandrogenismo poseen mutaciones en el@¢éR21A2(gen que codifica para la 21-
hidroxilasg en ambos alelos (Kamel y col., 2003; Carmina y col., R006

Los varones pueden presentar oligoozospermia y disminueitnfdrtilidad.

1.5.1.4. FORMA CRIPTICA

Algunos pacientes, tanto varones como mujeres, puedenamifestar sintomas de la
enfermedad aunque presenten alteraciones bioquimicas ycgeméieculares comparables
a los que tienen sintomas. Generalmente se deteatealiahr los estudios de familiares de
los afecados o0 en programas de tamizageréening)neonatal. EI seguimiento longitudinal
de estos casos a menudo muestra que los signos de hiperasinogeaparecen
posteriormente (Cabrera y col., 2001

En laFigura 7 se representan, a modo de resumen, las diferentes staridees clinicas de

la deficiencia de 21- hidroxilasa

21



Melisa Taboas Capitulo I- Introduccion

Figura 7: Espectro de formas clinicas del déficit de 21idiroxilasa

Formas clasicas Formas no clasicas 1 Formas cripticas

Virilizantes Acné
Pérdida Seudopubertad Infertilidad
salina precoz
Feto | Lactante Infancia Adolescencia  Adulto |

El déficit de 21-hidroxilasa da lugar a un espectro amgéomanifestaciones
clinicas que esta en relacion con la cronologia decapade los sintomas y con la
gravedad del déficit enzimatichlodificado de Nebot, 2003.

[.5.2. DEFICIENCIA DE 21-HIDROXILASA EN CIFRAS

La HSC por déficit de 21-hidroxilasa es la metabolopatia aredmas frecuente, con una
incidencia general para las FC de 1/15.000 (Pang y col., 1988; Tgakakil., 2009). Su
incidencia, sin embargo, es variable segun las poblaciongbagks y la forma de recolectar
los datos (por ejemplo si los mismos son &@tys 0 no de los programas de deteccion
precoz). En poblaciones como la de Yupik Eskimos de Alaska la poblacion de La
Reunion, Francia, la frecuencia es mucho mas elevada: 1/282141, respectivamente
(Pang y Clark, 2009)

Por su parte, la frecuencia estimada para las FNC esommué&helevada que para las FC
(Speiser y col., 1985; Sherman y col., 1988). Se estimangidencia entre 1/100-1/1000 en
la poblacién caucica y es especialmente frecuente entre los judios Ashisafid27), los
hispanos (1/53), los yugoslavos (1/63) y los italianos (1/333)g8pgcol., 1985; Kuttenn y
col., 1985; Wilson y col., 2007; Escobar-Morreale y col., 2008).

Para la poblacion caucasica se estima una frecuengartiores de 1/50 a 1/60 para las
formas severag de aproximadamente 1/5 para las formas te@hlonso y Ezquieta, 2012).
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1.5.3. VALORACION HORMONAL EN EL DEFICIT DE 21-HIDROXILASA

La caracteristica mas importante de la deficiencel ealor elevado de 17-OHP, el principal
sustrato de la enzima.

La 17-OHP en sangre periférica es normalmente altacal,neon valores que oscilan entre
5-10 ng/ml en los recién nacidos a término. En el reciédmgcematuro, la 1ODHP basal
suele alcanzar valores superiores que disminuyen agearsegundo dia de vida. Para la FC,
los valores plasmaticos de 17-OHP basales se encuemigaaumentados (50 a 500 ng/ml),
por lo tanto, el aumento del valor basal de 17-OHP esdarasio de valor diagnostico. Los
pacientes de la FC PS presentan ademas, valores ptasmBsijos de aldosterona, sin
embargo resulta un mejor parametro medir los nivelesctieidad de renina en plasma
(ARP, >4,5ng/ml/h) (Oliver y col., 2000).

En la FNC, debido a que el bloqueo enziméatico es menos sewnveteve aumento de los
niveles de 17-OHP basal seré evidente pero fuera del periodataledn algunos casos
incluso, esta forma clinica puede cursar con valores nesndal esta hormona (Azziz y col.,
1989). EIl diagnostico clinico de la FNC se confirma porvares basales de 17-OHP
mayores a 6 ng/ml (valor normal de 17-OHP: 2 ng/ml). Engmicda de niveles inferiores a 6
ng/ml y mayores a 2 ng/ml, se debe realizar el test de wstioon ACTH (o test de
Synacthen, ACTH 1-24 sintética) con dosis de 0,25 mg yrdetaciones de 17-OHP basal y
a los 60 minutos.

En laFigura 8 se representa un nomograma que compara los niveles de 17-©kPqst-
inyeccion de ACTH sintética en sujetos normales, etagdores y en afectados con la FC y la
FNC. Se puede notar con claridad que se solapan los svaltre los individuos sanos y los

portadores (New y col., 1983).
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Figura 8: Valores de 17-OHP basales y post-estimulo con ACTH erdimiduos sanos y afectados
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Nomograma que compara los niveles de 17-OHP antes y desplesnyeccion
de ACTH sintética en sujetos sanos y con déficit de @fickilasa. Notese que los
valores de los individuos normales se solapan con los poetatieterocigotas
(esquema adaptado de New y col., 1983).

Los niveles basales de 17-OHP pueden ser muy variables enma mdividuo en funcion
de la hora o del estrés en el momento de la toma de sarigoduso en la fase del ciclo
menstrual. Por lo tanto, se recomienda que la valoracidmsd@veles hormonales asi como
la prueba de estimulacion con ACTH se realice a las gdréodo en el cual segun el ritmo
circadiano la secrecion la 17-OHP es mas elevadta Enjer, el dosaje debe realizarse en la
fase folicular temprana y antes de cualquier tratami€&#aonsidera una respuesta positiva
al test de ACTH, si los niveles de 17-OHP superan al meneees la respuesta maxima
obtenida para los individuos controles. En general, estoseg oscilan entre 10 y 14 ng/ml
(Azziz y col., 1989).

En las FC y las FNC los andrégenos (testosterona, daedeakona y DHEA-S) suelen
encontrarse elevados, como en cualquier hiperandrogenigment®argo, en la FNC en

ocasiones se observan valores normales para estasrias.
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[.5.4. SCREENING O PESQUISA NEONATAL
Un programa de pesquisa neonatal se define como el conjuaitcid@ees coordinadas que
permiten detectar los recién nacidos sospechosos de paidsenedades que causan una
severa discapacidad mental o fisica que puede ser evitad@editas de tratamiento.
Segun la Academia Americana de Pediatria existen requisitagipa una enfermedad sea
candidata a ser considerada para su rastreo neonatal:
= Debe ser frecuente, inaparente en el momento de nag&Eusar una severa
morbilidad mental y/o fisica y/o mortalidad al no ser det&
= Su diagnostico precoz debe representar un beneficio timnedse, razonable en la
comparacion de costos (financieros y de recursos).
= Debe existir una prueba de pesquisa neonatal rapida, simptealizable,
un tratamiento efectivo y disponible y un sistema quempar el correcto
diagndstico, consejo, tratamiento y seguimiento dedddasctados.
La deficiencia de 21-hidroxilasa cumple con los criteriosegeles de enfermedades en las
cuales resulta importante realizar sgreeningneonatal, ya que existe una prueba econémica
para su deteccidon y un tratamiento eficaz y de bajo cpstopermite una calidad de vida
normal.
El programa de deteccién precoz neonatal de déficit de 2dxilada tiene los siguientes
objetivos (Rodriguez y col., 2006; Grosse y Vliet, 2007
= Anticipar la aparicién de una crisis de pérdida salina gygaencialmente mortal.
= Evitar la incorrecta asignacion de sexo en una nifigeaitales externos virilizados.
= Detectar precozmente las formas Vvirilizantes simples a pavitar la

hiperandrogenizacion durante la infancia.
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Se ha demostrado quesereeningneonatal reduce la edad de diagndstico en los nifiola con
deficiencia de 21-hidroxilasa y disminuye la mortalidad asac{@rosnan y Brosnan, 2000;
Honour y Torresani, 2001; Brosnan y col.,, 20013. deteccién precoz de las formas no
clasicas no es el objetivo detreeningy en general no son detectadas en estos programas.
Sin embargo en algunas ocasiones se detectaron pageetesirsan con esta forma de la
patologia y los mismos pueden beneficiarse por un tratémmiprecoz y un correcto
seguimiento.

La deteccion temprana de la deficiencia se basa eediciin a las 48 horas de vida de la
17-OHP obtenida de la gota de sangre extraida del talon de losdoscién nacidos. La
metodologia utilizada en general comprende su valoranédiante ELISA, RIA o DELFIA
(Van der Kamp y Wit., 2004Hayashi y col., 2011; Barra y col., 2012). Los valores
considerados como normales garpara cada laboratorio en fudn de latécnica utilizada
para su determinacion. En los casos positivos, se ddimarema confirmacion diagndstica
mediante una segunda toma de muestra ya que suele existimento fisiologico de 17-
OHP en las primeras 24 horas de vida que rapidamented@sa valores normales. Los
nifios prematuros y los neonatos con otras enfermedadesdasyctienden a presentar
niveles mas altos de 17-OHP (Van der Kamp y col., 2005).cP@anto conviene repetir la
determinacion 10-15 dias mas tarde.

La pesquisa neonatal obligatoria (PNO) para la deficiereialdhidroxilasa se implemento
por ley a partir de octubre del 2005 en la Ciudad Auténomaudad® Aires (Ley 1808) en
todo el territorio nacional en agosto de 2007 (Ley 262[8% primeros estudios fueron
realizados por la Federaciéon Endocrinolégica InfantitlYFSobre 80.436 recién nacidos
pesquisados en un periodo de 9 afios, se estimé una ingidenElSC por déficit de 21-

hidroxilasa de 1/8.937 Qrufieiro-Papendiechk y col., 2008). Por su parte, los datos
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proporcionados por el GCBA para el periodo 2005-2010 arrojaron uigerin@ de
1:16.650, con un total de 166.502 recién nacidos pesquisados (Datos obtidms
Direccion General Adjunta Redes de Servicios de Saludyrédra de pesquisa neonatal,

2010).

1.5.5. GENETICA MOLECULAR

[.5.5.1. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y DEFICIENCIA DE

21-HIDROXILASA

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) es un segmetgl genoma humano
ubicado en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.31) en ekeuahcuentran los genes
cuyos productos estan implicados en la presentacion dgelaosi a los linfocitos T. Los
genes del CMH conforman el sistetdaA (siglas en inglés parduman leukocyte antiggn
gue en humanos posee 3.600 Kb y 140 genes, esta divididbAeh— HLA IIl — HLA Il y
constituye la region mas densa en genes y mas polbadél genomaHigura 9). En el
HLA clase | hay 3 genes, denomina#tisA-A, HLA-B y HLA-C y en el HLA Il también hay

3 genes, eHLA-DP,HLA-DQ, HLA-DR. Dentro del HLA de tipo Il estan algunos genes que
también se asocian con el sistema inmunem (C2, CérfB¢titoquinas TNF, LTA, LTB

y proteinas de choque térmico), si bien la mayoria somcestal y funcionalmente diferentes
a los HLA 1 y II. La regién del HLA clase Ill posee 7Bb y esta compuesta por 62 genes,
entre los que se enceuntra@YP21A2(Milner y Campbell, 2001), mas del 14% de la
secuencia es codificante, alrededor del 72% de la regifmasscribe y hay un promedio de
8,5 genes por cada 100 Kb (Xie y col., 2003). Teniendo en cuense dpaeestimado que hay
menos de 11 genes por megabase (Mb) (Lander y col., 2001),AellHés la regiébn mas

densa en genes del genoma humano.

27



Melisa Taboas Capitulo I- Introduccion

Figura 9: Estructura del CMH humano
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Los geneYP21se sitlan en el cromosoma 6p21.3, en la region CMIEYP21A2%s el gen
activo yCYP21Ales el pseudogen. Se representa un cromosoma bimodalmieesias cajas
representan a los genes, cuyos nombres figuran errtéa qugoerior, las flechas sefialan el
sentido de la transcripcién de cada uno. Modificado de Kopgena.

Determinadodoci del CMH se asocian con cierta frecuencia con algunasrreeflades
autoinmunes, inflamatorias e infecciosas (Miretti y c@005). Sin embargo, y dada la
ubicacion en el genoma, también existe una asociacié@ eettos haplotipos del CMH y
formas particulares del déficit en 21-hidroxilasa (Dupontoy, 1977). Es asi que se
demostré una asociacion entre la FC PS yHEA-A*3, HLA-B*47, HLA-DR*7 en la
poblacion del norte de Europa. Por su parte, la FNC staasun frecuencia con el haplotipo
HLA-B*14, HLA-DR*1, particularmente en la poblacién Judio AshquenaziofLy col,
1980; Pollack y col., 1981), y se demostré que este haplotims®sda con la mutacion
p.v281L (en elCYP21A2 y con la duplicacion del C4A y del pseudog€EiP21A1P

(Werkmeister y col., 1986; Garlepp y col., 1986).
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1.5.5.2. ESTRUCTURA DEL GEN CYP21A2

Gen CYP21A2

El gen estructural que codifica para la enzima 21-hidroxdasalCYP21A2 Este gen tiene
un tamafo de 3,2 Kb, y forma parte del médulo RCCX que se uleiotro del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (CMH), especificamente eme¢adn del CMH-III en el brazo
corto del cromosoma 6 (6p21Kgura 9).

El médulo RCCX (denominado asi por los genes que lo comd@Re@4, CYP21y TNX)
comprende parte del g&tP], los genes del factor 4 del complemer@@dAy B), los genes
CYP21A2 CYP21Al(pseudogen no funcional), una region del §BiXBy los pseudogenes
TNXAy RP2 El genRP1 codifica para una proteina nuclear similar a la DNA-helicasa
siendo elRP2 su copia no funcional. Por su parte, el g&WXB codifica una proteina de
matriz extracelular, la tenascina X (Bristol y cd993) y su secuencia se superpone con la
del CYP21A2 pero se transcribe desde la cadena de ADN opuesta. PartsINXAes la
copia truncada dENXBY se superpone cddYP21Al(Yang y col., 1999

Aproximadamente el 60% de los cromosomas contienen 2 nsyddm un gen activo
(CYP21A2 en uno de ellos y un pseudogen inacti@P21A}) en el otro (White y New,
1986). Sin embargo, se han descripto cromosomas monomagdutareodulares y
tetramodulares por duplicacion/delecion del médulo que coraiegen o al pseudogen (Lee,
2004).

El CYP21A2y el CYP21Alposeen 10 exones y presentan una elevada identidad de
secuencia: un 98% en secuencias de exones y un 96% emaaswle intrones (White y

col., 1986).

29



Melisa Taboas Capitulo I- Introduccion

Debido a la alta identidad de secuencia entre eCyé?21A2y el pseudoge@YP21Aly a la
organizacion repetitiva en tdndem de esta region,zesta es proclive a que se produzcan
apareamientos desiguales entre los cromosomas y/o @amaiendo la causa de la mayor
parte de los defectos genéticos asociados a la patgdMgral y col., 1989; Speiser y col.,
1999.
Existen principalmente dos mecanismos que son los respansibles defectos genéticos
gue causan el déficit de la enzima:
= Recombinacion desigual: Se produce entre los cromosomasidgmsdurante la
meiosis. Como consecuencia, se produciran delecionesligatignes que podran
involucrar al gen o al pseudogen, ademas de otros genes qae foarte del modulo.
Por este mecanismo se generan entre un 20-40% de los dddicientes.En la
Figura 10 se representa el mecanismo de recombinacion desigual qgra ganocus
duplicado y uno delecionado.
= Conversion génica: mecanismo por el cual se realiza yma oo reciproca de una
porcion de secuencia de una cromatida a otra. Puede albaosacientos de pares de
bases (macroconversion) o bien, puede ser pequefa e iavaakr algunos paregd
bases (microconversion). Como resultado de este tipoedanismo, se obtiene un
gen quimera o hibrido, formado por secuencias del pseudogegey €CYP21A1
CYP21A2. Alrededor del 80 al 90% de las mutaciones halladas en dienpes con
la deficiencia de 21-hidroxilasa son consecuencia de lafédransia de mutaciones
gue se encuentran en el pseudogen al@¥éR21A2(Harada y col., 1987; Urabe y
col., 1990; Collier y col., 1993 Debido a este mecanismo, no es infrecuente la

presencia de mas de una mutacion en el mismo alelo (Ezgueta 1995; Bachega
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y col., 1998; Ezquieta y col., 1992). En fagura 11, se muestra un esquema

representativo de este mecanismo.

Figura 10: Esquema representativo de una delecion/duplicaii en la region RCCX
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C4B —CYP21A2~

C4A CYP21A1 C4A SIS C4B  —CYP21A2—

C4A CYP21A1 T c4B cyP21A2}—

Hibrido CYP21A2/21

—ETN- —

Se esquematizan dos posibles mecanismos de recombinaci@uatledurante la meiosis. Para
simplicidad del gréafico se omitieron representar losegdRP y TNX Los puntos 1 y 2 representan
puntos de recombinacion. Sila recombinacién se prddagia la izquierda de C4B (1 en el esquema),
dard lugar a una duplicaci del pseudogen en uno de Iso cromosoynada delecién del mismo en el
cromosoma homélogo, manteniendo la estructura el geriohal CYP21A2 Las recombinaciones
intragénicas (como por ejemplo la representada en el pulgbedquema), dara lugar a un gen hibrido
CYP21AICYP21A2n0 funcional en unos de los alelos, que tiene secudagaeudogen en el extremo
5" y del gen activo en el extremo 3. Esquema modificaddligier y col., 2000.
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Figura 11: Esquema representativo del mecanismo molecular derversion génica
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Mecanismo de conversién génica debido a la transferengieciproca de secuencias durante la mitosis o
meiosis. Para simplicidad del esquema se omitieron mqegdos genes RP y TNX. (1) Alelo normal. (II)
Alelo portador de la conversion CYP21ATRP21A2 con secuencias del pseudogen. Esquema
modificado de Oliver y col., 2000.

El mecanismo particular por el cual se generan las mutxien el geRYP21A2explica la

elevada frecuencia de esta enfermedad. Hay 10 mutaciongsfremuentes que son

transmitidas del pseudogen al géfigura 12). El andlisis de esta bateria limitada de

mutaciones

molecular.

permite la deteccion de un gran numero de delqee facilita el estudio

Las mutaciones que no derivan del pseudogén, representanomesgagcasionales y suelen

aparecer en familias o en individuos aislados. En algcemsss sin embargo, se ha verificado

la presencia de mutaciones menos frecuentes presentesxlewada frecuencia en

determinadas poblaciones que se corresponden, muy probablemeaféstos fundadores
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(Billerbeck y col., 1999; Loidi y col., 2006). Hasta el presesateeportaron alrededor de 240
mutaciones como causales de la patologia (Human GenometiautBatabase,

http://www.hgmd.org

Figura 12: Estructura del genCYP21A2y de las 10 mutaciones mas frecuentes derivadas del

pseudogen
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Estructura del ge@YP21A2con sus 10 exones y regiones intrénicas. Se indican lamithgiones que

se detectan con mas frecuencia derivadas del pseudogéncgriespondientes formas clinicas de
deficiencia de 21-hidroxilasa asociadas a las mismaslaEparte superior se ubican las bases
involucradas y en la inferior se nombra el amino&oidegion involucrada. Entre paréntesis, se consiga
la actividad residual de la enzima para cada mutacsijudina modificado de White y col., 2000.

Region promotora basal

El estudio mas detallado y definitivo de la region pronaotiel genCYP21A2humano fue
realizado por Chang y Chung (Chang y Chung, 1995). Sus dessifp@rmitieron determinar
gue la transcripcion del pseudogen era aproximadamente Smwenes a la del gen, pero que
a pesar de esto, los promotores de ambos genes respondéstinallo con AMPCc.
Posteriormente, establecieron que la distinta actividaddrgcional se debia a la secuencia
nucleotidica ubicada en los primeros 176 pb rio arribgelel region en la cual €lYP21A2

y CYP21A1Pposeen 4 diferencias: €.-126C>€,-113G>A, ¢.-110T>C y c.-103A>G
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(Higashi y col., 1986, White y col., 1986). Los resultados rothes por diferentes autores
(Kagawa y Waterman, 1991; Chin y Chang, 1998; Araujo y col., 2@9ifenciaron que la
disminuciéon en la actividad transcripcional del pseudp@s consecuencia de la menor
afinidad de unién a varios factores de transcripcibm),( debido a las 4 diferencias
nucleotidicas, de las cuales, las ubicadas a -126 y -118 kerimas importantes.

El cambio c.-126C>T se encuentra formando parte de urdsitimion para el FT Spl, que a
su vez solapa otro sitio de unién cercano para el FT K&8&afva y Waterman, 1990; 1991;
1992; Araujo y col., 2007). El cambio c.-113G>A no se encu@mtran sitio de unién a un
FT determinado, pero es similar al sitio de Spl (Chin y CHE®®8). Los otros 2 cambios
podrian formar parte de un sitio de union a NF-GMb, un FT ifttedto en granulocitos y
macrofagos (Shannon y col., 1990

Por otra parte, se habia determinado en raton que el NG#edtuaba con la secuencia
AAAGGTCA rio arriba del gen de la 21-hidroxilasa murino y que gsiimulo con ACTH
enceélulas Y1 se inducia su sintesis (Wilson y col., 1998;ddl., 1997). En el gen humano,
este sitio se ubica a aproximadamente -240 pb del iniciotdenkcripcion del gen humano y
también se encuentra presente en el pseudogén. Diferastg®® permitieron concluir que
el NGFB-I también era responsable de activar la transeniplel CYP21A2en respuesta a la
estimulacion con ACTH/AMPc (Chang y Chung, 1995; Wilson y, d®93; Li y col., 1997).
Por lo tanto, existen 2 regiones en el promotor basaldPR1AZmplicadas en la respuesta
a AMPc, la primera abarca desde -B4Q07 y une a ASP y Sp1l, y la segunda se ubica desde
-244 a - 237 e interactua con NGEI-

Otro FT critico para la expresion basal del gen de la 2bdildsa es el SF-1 (de las siglas
en inglés parasteroidogenic factor J1 Este factor es fundamental para la expresion de la

mayor parte de los genes esteroidogénicos (Lala y col., 199%, &4., 2003). La region
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promotora del CYP21A2 humano contiene un sitio consenso de uniébn alSF-
(CCAAGGCCA, los nucledtidos subrayados los mas importapéea la uion) ubicado
desde -167 a -175 (Higashi y col., 1986; White y col., 1986). AunqueyRiol. (Rice y co)
1990) demostraron que el SF-1 era esencial para la exprediéd tdnidroxilasa murina, la

funcion de este posible sitio en@YP21AZhumano ndasido evaluada experimentalmente.

Regiones regulatorias de la transcripcién

Ademas del promotor basal, se han descripto 3 regionedeslistegulatorias de la
transcripcién. Una de ellas corresponde a un elementondegar a AMPc. La segunda se
denomina Promotor Z (PZ).a tercera se describio recientemente y su regulaesteria
mediada por un complejo formado por el receptor nuclear VDRaMieamina D

La region que responde a AMPc esta ubicada entre -2587 a -2488bédel inicio de la
transcripcion deCYP21A2 a aproximadamente 300 pb rio abajo del@é&rSe determiné la
presencia de al menos 2 elementos regulatorios en ényegio correspondiente a la mitad
de un sitio consenso CRE que interactuaria con algun broeme la familia de FT
CREB/ATF, y un elemento similar a los CAAT, presente en diversos “enhancer$ que
interactuaria con una proteina C/EBP (siglas en ingléa: g@@CAAT/enhancer-binding
protein) (Watanabe y col., 1993).

El PZ, por su partefincionaria como un “enhancer para la transcripcion del ge@YP21A2
formando parte intrinseca del promotor del ge&¥iP21A2que participa de la expresion
adrenal-especifica de la 21-hidroxilasa. Se ubica en#ea-54.6 Kb en el intron 35 del gen
C4 y posee 3 sitios de unién a FT, 2 a SF-1 y el otro ®MRKDborn y col., 1989; Tee y col.,
1995).

Por su parte, Lundgvist y col. (Lundqgvist y .¢&@012) describieron que la VitD suprime la

expresion del ARNm de&CYP21A2en células NCI-H295R. Los autores determinaron la
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presencia de un elemento de respuesta a la VitD denominad& YAifRas en inglés para:
vitamin D responsive elemegntibicado entre -6377 a -6382 pb desde el inicio de la
transcripcion delCYP21A2 El efecto de la VitD estaria mediado por un complejsn&do

por el receptor nuclear de la VitD llamado VDR (siglasngfés paravitamin D receptoren
conjunto con la presencia de co- moduladores como VDiagsen inglés paraVDR
interacting repressQry WSTF (siglas en inglés par&Villiams sindrome transcription

factor).

1.5.6. CORRELACION ENTRE FENOTIPO Y GENOTIPO

A partir de la realizacion de los estudios molecularediferentes poblaciones, se ha podido
demostrar que en la deficiencia de 21-hidroxilasa las mugxciqoe crean un codon de
terminacion prematuro, cambian sitios de procesamientd\RBl mensajero o alteran el
marco de lectura se asocian fundamentalmente cdd RS- Por otro lado, las mutaciones de
cambio de sentido, dependiendo del aminoacido afecsadmsocian a las tres formas clinicas
(Bas y col.,, 2009; New y col.,, 2013). En lineas generales,gaga a las diferentes
mutaciones segun las actividades enzimaticas residualegvwenas, moderadas o leves
(Wedell y col., 1994; Krone y col., 1998; Krone y col., 2000;dyay col., 2010). Una
mutacion sera severa (grupo A) cuando posea una actividadaginaimesidual menor al 1%,
moderada (grupo B) con 1-2% de actividad residual y leve (grypoo@ 20-60% de
actividad residualKiguras 12 y 13.

Un 65-75% de los afectados son compuestos heterocigotas, s elandividuo afectado
presenta distintas mutaciones en cada uno de sus. d&@losstos casos, la manifestacion
clinica de la enfermedad se asocia con el alelo que paiesgtividad enzimatica residual mas
alta, es decir el alelo menos severamente afectapleis€® y col. 1992; Wedell y col., 1994;

Ezquieta y col., 1995; Bachega y col., 1998). Se espera panttg tpie un paciente con la
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FC PS presente un genotipo severo/severo, un pacienta E@hVS genotipos moderado/

severo o moderado/moderado y uno de la FNC, leve/severbmtelerado o leve/leve.

Figura 13: Correlacion genotipo-fenotipo en el déficit d 21-hidroxilasa
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Las mutaciones se clasifican en grupos (A, B, y C) derdouz la actividad
residual (AR) de la enzima 21-hidroxilasa obtenida de loayssén vitro. En el
gréfico se representa la severidad de las mutaciones derieldaesudogen y la
forma clinica a la que se asocian. Asi las mutacionesseéras, con baja AR
que se detectan en las FC, se representan en ektpdlerdo de la figura y las
menos severas, relacionadas con un fenotipo NC, dadel derecho. (PS:
Perdedor de sal, SV: Virilizante simple, NC: No clasicejuema modificado de
Krone y col., 2007.

Si bien existe una alta correlacion entre los diferegegestipos y el fenotipo del paciente, no
siempre el genotipo predice el fenotipo. Hay mutacioneicplres que se asociarian con
mas de un fenotipo (Speiser y col.,, 1992). Un ejemplo dehibidiad lo constituye la
mutacion c.283-13A/C>Gjue genera un sitio aceptor gj@icing alternativo en el nucledtido
655 y que adiciona 19 nucleétidos mas en el ARNm resultBsta.mutacién se presenta en
el 25% de los alelos afectados con la FC PS. No obstiaay estudios que explican que en
cierto nimero de células se produciriaspticing normal y esto seria suficiente para que la
actividad enzimatica pueda sintetizar una pequefa cantidadlagtesbna y por lo tanto
prevenir la pérdida salina. El fenotipo del paciente, ggnajo tantoVS y no PS (Wilson y

col.,, 1995; Speiser y White, 1998). Asimismilson y col. (Wilson y col.,, 1995
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detectaron pacientes PS que presentaban la mutacion p.lit#Nieaen la literatura se la
describea mayoritariamente asociada a la forma de VS.

Finalmente, existirian otros factores genéticos y ambenigle podrian influenciar en el
fenotipo. Esta presuncion se basa en diferentes hallaegws, los cuales se encuentran la
presencia de esteroides que requieren 21-hidroxilacion en mecigue poseen mutaciones
gue predicen una ausencia completa de actividad de la 21-radeox®peiser y col., 1991;
Koppens y col., 1998), o en la existencia de la forma caiplgcla patologia. Actualmente, se
postula que las diferencias entre el fenotipo esperatiggnetipo detectado podrian deberse
a la presencia de genes modificadores de la funcion2le tedroxilasa y de la accion de las
hormonas esteroideas (Krone y col., 2000; Nadeau, 2001; Gooms 2008; Bidet y col.,
2009). Como sucede con otros desordenes hiperandrogénicos, ddepgoleala hiperplasia
adrenal sea una patologia progresiva con sintomas querampea la edad de los pacientes

(Moran y col., 2000).

.5.7. DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

1.5.7.1. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Como se menciond previamente, la primera aproximaciomghdstico del déficit de 21-
hidroxilasa se realiza midiendo los niveles deQHP luego de la estimulacién o no, con
ACTH. Si bien la presentacion clinica y los dosajesnamales son claros para el diagnoéstico
de las FC, pueden resultar de dificil interpretacion parmdiagnostico de la FNC de la
patologia. Asimismo, los dosajes hormonales no difeaarelaramente entre los individuos
normales y los portadores heterocigotas. Es por estgargue se sugiere la busqueda de
mutaciones en el gebYP21A2como complemento del diagndstico clinico y bioguimico.

El estudio directo de las mutaciones en el @g&nP21A2 consiste en poder estudiar

diferencialmente el gen de su pseudogén, ya que este UltimacEgo y presenta la mayor
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parte de las mutaciones de interés. Actualmente, estespa®aliza por el método de PCR
(acronimo de Reaccion en cadena de la polimerasa, en Pglégserase Chain Reactipn
con cebadores especificos p@rédP21A2 los cuales impiden la amplificacién simultanea del
CYP21A1El producto del primer paso se utiliza en una segunda etegpdapdeteccion de
las mutaciones en estudio. El estudio de las mutaciodsscamunes se realiza utilizando
diferentes técnicas de PCR (PCR-alelo-especificas, yP@&sterior corte con enzimas de
restriccion) o bien por secuenciacion (Lee y Wijs, 2000
El estudio conjunto de deleciones, conversiones y ©oCcnersiones permite la
caracterizacion del 90-96 de los alelos de los pacientes afectados (Forest, 2084). L
informatividad del estudio molecular es elevada y, unicamamien 5-8% de los pacientes
con formas clasicas, este cribado permite la carzaté&n de un unico alelo. Si se ha
excluido la consanguineidad, es muy infrecuente (<1%) gueea caracterizado ninguno de
los alelos en una FC.
Las técnicas mencionadas anteriormente no son adequar@dadetectar grandes deleciones
y/o duplicaciones, especialmente en heterocigosis, a® tampoco para detectar grandes
conversiones que se presentan con una frecuencia sigvéfie la poblacion. Estas
anomalias se interpretan mejor si se incorporan mienclerdées familia al estudio y se utiliza
la metodologia de Southern-blot o bien el analisis poP M
En el caso de que se realice la secuenciacion, siempre @glentfique una nueva alteracion
genética en las secuencias exodnicas, intronicas oregifan promotora del ge@YP21A2es
importante evaluar y predecir sus consecuencias entiladad enziméatica en diferentes
niveles:

= La naturaleza del aminoacido alterado, la alteracionuastal asociada y la

consecuencia en la actividad enzimatica mediante ensayiiso.
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= Las posibles alteraciones de los sitiospkcing (eliminacién o creacion de un nuevo
sitio desplicing).

= Alteraciones en la expresion del gen.

1.5.7.2. DIAGNOSTICO PRENATAL DEL DEFICIT DE 21-HIDROXILASA

En los fetos femeninos, la exposicion excesiva a andodgadrenales en el periodo critico
del desarrollo sexual entre la semana 7 y 12 de gestacdluger diferentes grados de
masculinizacion y ambigiedad genital incluyendo clitoromagalsion de pliegues labiales
y migracion del orificio perianal vaginal/uretral pero casarrollo de conductesullerianos
normalegFigura 6).

Dicha ambigtiedad genital puede ser corregida por cirugiasenifias recién nacidas. Sin
embargo, la administracion prenatal de dexametasonatdueste periodo, generalmente
antes de la semana 8 de gestacion, suprime la actividadléttaje HHS suprimiendo la
superproduccion adrenal y la masculinizacién inapropiada.

La finalidad del diagndstico prenatal de la HSC por dedieiR1-hidroxilasa es, por lo tanto,
la prevencion de la virilizacion de los genitales en Ildssfdemeninos que, teniendo en
cuenta su precocidad, tiene ademas la ventaja de peemitiefrupcion del tratamiento en el
caso de embarazos con fetos no afectados (Nimkarm, Y061).

Los primeros estudios prenatales consistian en lacmadie 17-OHP en liquido amniotico
entre las semanas 15-18 de gestacion (Frasier y col.). 19G®bstante, y debido a la alta
frecuencia de falsos negativos, hoy en dia estos o®tesl han sustituidos por el analisis
molecular de mutaciones del geYP21A2 Este método proporciona una mayor sensibilidad
y facilita su diagnostico temprano dado que es posible saaeidln en la semana 10-12 de

gestacion (Nimkarm y New, 2007

40



Melisa Taboas Capitulo I- Introduccion

1.5.7.3. TRATAMIENTO

1.5.7.3.1 TRATAMIENTO DE LAS FORMAS CLASICAS

Glucocorticoides

Los pacientes con déficit severo de 21-hidroxilasa requieatamientos con corticoides de
por vida. El objetivo es inhibir la secrecion excesiv&& por el hipotédlamo, la ACTH por
la glandula pituitaria y reducir finalmente los niveles elevatiossteroides adrenales. En los
nifos, la droga de eleccion es la hidrocortisona en diesisO a 20 mg/m?/dia. Todas las
dosis recomendadas para el tratamiento, exceden loevdisioldégicos de secrecion de
corticoides y son necesarias para suprimir en forma adedaasiatesis de androgenos
adrenales. La vida media corta de la hidrocortisona miaitaizupresion del crecimiento y
otros efectos adversos de un tratamiento prolongado noaagirticoides mas potentes tales
como la prednisona y la dexametasona, pero debido a est@imple dosis diaria no es
suficientemente efectiva para regular la secrecioenadortical. La eficacia del tratamiento
se monitorea midiendo los niveles de 17-OHP y androstergedion

En los niflos deben realizarse radiografias anualmentenparéorear cuidadosamente su
linea de crecimiento y determinar la edad O0sea. Tantodibiesgzentes como los adultos
pueden ser tratados con prednisona (5 a 7,5 mg por dia diveiddos dosis) o
dexametasona (0,25 a 0,5mg por dia divididos en una o dos dosig)acientes deben ser
monitoreados cuidadosamente frente a signos cushinoidegéiaicos tales como una rapida
ganancia de peso, hipertension, estrias de pigmentaciorstgopenia (White y Speiser,

2000).

Mineralocorticoides
Los recién nacidos con la forma perdedora de sal requiararalocorticoides (usualmente
0.1 a 0.2 mg de fludrocortisona diariamente) y suplementadodaro de sodio (1 a2 g
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diarios). Las dosis de fludrocortisona generalmente son meeerioego de la infancia
temprana. Los pacientes con la FC VS secretan en gamsmatantidad adecuada de
aldosterona, sin embargo, son tratados con fludrocoeatison el objeto de generar supresion
adrenocortical. Esto permite reducir la dosis de glucmoades requerida para mantener
valores aceptables de 17-OHP. La ARP o su determinaciéctalisuelen usarse para
monitorear adecuadamente el reemplazo de mineralocdeg® sodio (White y Speiser

2000).

Genitales ambiguos
En los casos de las niflas que presentan genitales ambiguoscosnienda la cirugia
reparadora. Las mismas se realizan generalmente eneyl6smeses de vida, momento en

el cual los tejidos se encuentran flexibles y se miraralZrauma psicologico.

Tratamiento prenatal

El tratamiento prenatal con glucocorticoides debe irseido antes posible; se recomienda
antes de la semana 8 de gestacion y la droga de elesci@ndexametasona en dosis de
20mg/Kg/dia divida en tres veces. La dexametasona atrdaiptecenta y tiene mejor efecto
de inhibicién sobre la ACTH hipofisiaria (Pang y Clark, 191)medicamento se mantiene
hasta la semana 10-12 de gestacion, momento en el coaiae@na muestra de vellosidades
coridnicas para la obtencion de ADN del feto para la detacion del sexo mediante el
analisis de cariotipo o la amplificacion del gen SR¥xtdetermining region)YSi el feto es
XY, la dexametasona debe suspenderse. Si el feto es Xi¥xéanetasona se suspende ante
la ausencia de mutaciones o la presencia de un stdoafédetado. Sin embargo, si los dos
alelos del feto estan mutados, el tratamiento debeéemanse hasta el nacimiento. En este
caso, luego del nacimiento se inicia la sustitucion de dggcocorticoides vy
mineralocorticoides (Lépez-Calderdn y col., 2009
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Se ha reportado que entre un 5 al 8% de las madres presemgicaciones como
consecuencia del tratamiento prenatal, como por ejemplaumento ponderal exagerado,
estrias, facies cushinoides, cefalea, hipertensiorghilidad, intolerancia a la glucosa, etc,
(Pang y Clark, 1992). Por lo tanto, se aconseja disnmdiosis de dexametasona a partir de
la semana 20 de gestacion. En cuanto a los fetos, noiariglvidencias que sugieran que el
tratamiento prenatal aumente la mortalidad. Entre riexdén nacidos, tampoco se ha
observado diferencias significativas al analizar el pesaltura, el perimetro cefalico y la
presencia de malformaciones, entre aquellos recién napigofieron tratados con respecto
a los que no fueron tratados (Oliver y col., 2000; Nimkarn y I2€@7).

Se debe tener en cuenta que si bien el tratamiento @reseatconsidera eficaz en la
prevencion de la virilizacion genital externa y los datepahibles indican que es seguro
tanto para los fetos como para las madres, sOlo una deé gdaciones corresponde a un
feto de sexo femenino afectado que dibger tratado con dexametasona hasta el momento
del nacimiento. Los otros siete fetos que no presentayosiesin embargo, estaran expuestos
al tratamiento hasta la semana 13 de gestacion, momemoque se poseen los resultados y

se suspenderia el tratamiento (Lopez-Calderon y col.,)2009

1.5.7.3.2. TRATAMIENTO DE LAS FORMAS NO CLASICAS

Las indicaciones terapéuticas se realizan en funciénsdsibomas predominantes y de la
edad. Si el diagndstico es en la infancia, la hidrozmmd es el tratamiento de eleccion para
frenar el hiperandrogenismo, que puede dar lugar a un aumel#teeéad 6sea y pubertad
adelantada. Si la enfermedad se inicia en el periodo pubestpuberal, la hidrocortisona
también es la droga de eleccién, en ocasiones con iana@ndigeno asociado si hay sintomas
como hirsutismo. La dexametasona sOlo se utiliza ahiter el crecimiento, sial

hidrocortisona no controla la enfermedad.
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Por otro lado, algunos pacientes son tratados con atgpbwos orales. En adolescentes y
adultos es frecuente la aparicion de manifestacioneda eposmenarca temprana. La
utilizacién de corticoides para el tratamiento del hirsudipmede ser menos efectiva que el
uso de anticonceptivos y/o antiandrégenos. Los anticamospson la terapia inicial del
hirsutismo con el agregado de un antiandrogeno en aquellagesigue logran una mejoria
suboptima. En los pacientes que presentan oligomenoeedog que no se busca embarazo,

los anticonceptivos son también el tratamiento de iéle¢élba y col., 2009).

1.5.8. ESTRUCTURA DE LA PROTEINA 21-HIDROXILASA

El gen funcionalCYP21A2como ya se menciond, esta constituido por 10 exones. Uirene
tamafio de 3,2 Kb y codifica para un ARN mensajero (ARNngpdeximadamente 2 Kb. La
proteina 21-hidroxilasa tiene 495 aminoacidos, posee una masaulaolde 52 KDa
contiene un grupo prostético HEMO, es una monooxigenasaeteiges en posicion 21 de
localizacion microsomal y es una citocromo P450 (CYP)

Las CYPs son un grupo de enzimas que constituyen una suliarfden mas de 1300
proteinas que contienen un grupo HEMO y que son fisiolégicememportantes en
numerosos organismos. Estan presentes desde los proastas ém los seres humanos
(Nelson y col., 1993) y en su mayoria son monooxigenasasajazan reacciones de
hidroxilacion mediante la incorporacion de un atomo de owigen sus sustratos,
aumentando asi su polaridad

Las CYPs se dividen en familias y subfamilias segun la dihilén la secuencia de los
aminodacidos. En los mamiferos, se han descripto 22 famijizess,se pueden subdividir
funcionalmente etas que desintoxican principalmente compuestos xenobidticlas gue
son esenciales en el metabolismo de sustratos endé@gdge®<Tomo hormonas esteroides,
prostaglandinas, leucotrienos, acidos grasos y acidoebilia
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Para muchas de las CYP procariotas se determind su estrtratimensional mediante
difracciébn de rayos-X. La CYP102 bacteriana (antes llamRd450BM-3) se propuso
originalmente como el prototipo mas preciso de proteinas @é?Pesomales (Ravichandran
y col., 1993) y en ausencia de estructuras cristalizadagodegomo P450 de mamiferos, se
utilizé a esta proteina bacteriana como el templadienerecial para el modelado de dichas
estructuras (Szklarz y Halpert, 1997), incluyendo la CYP21 hanfMornet y Glibrat,
2000). Sin embargo, en los ultimos afios, se obtuvierasrialografias de un nimero cada
vez mayor de proteinas CYP cuyas estructuras se depositareh Banco de Datos de
Proteinas (PDB). Entre ellas, hay cinco de mamiferos,YIR2C5, CYP2B4, CYP2C9,
CYP2C8 y CYP3A4de las cuales las ultimas 3 son proteinas humanas (wélhacol.,
2000; Scott y col., 2003; Williams y col., 2003; Williams y col., 2004no y col., 2004;
Schoch y col., 2004).

La primera estructura de P450 eucariota resuelta, CYP2C5, & dmdroxilasa de conejo
gue utiliza progesterona y que se expresa en microsomasniy@a@acion de secuencias
revela que CYP2C5 es uno de los homdlogos evolutivamentecenéanos de la CYP21
humana Este modelo estructural se utilizd para analizar el @fdetnuevas mutaciones en
CYP21A2y poder predecir las consecuencias de las mismas endatestry funcion de la
proteina humana (Williams y col., 2000; Robins y col., 20B@gjufa 14).

Los estudios de cristalizacion de diversas CYPs han pdontbmprobar que existe una
elevada conservacion topografica y de estructura tritiimeal de las diferentes P450s
(Graham y Peterson, 1999En forma general, las P450s estan constituidas por una
combinacion de regionek a-hélices y de hojas plegad@dfundamentalmente en la region
de la proteina que rodea al grupo HEMO, mientras que lame=sgmas variables son las que

constituyen los lugares de anclaje a la membrana o da ynigconocimiento de sustratos.
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La alta conservacion de la region del HEMO, que seespande con el centro catalitico de
las enzimas, refleja un mecanismo comun de transfarda electrones y protones (Williams
y col., 2000. Por su parte, las enzimas permanecen ancladas a laramena través de una
hélice hidrofébica cercana al extremo N-terminal, pajue la mayor parte de la proteina se
sitia en la cara citosdlica de la membrana. Esta h&hosmembrana es seguida por una
serie de aminoacidos béasicos cuyos residuos interaccammaias cargas negativas de los

lipidos de la membrana.

Figura 14: Modelo de la proteina P450c21

B2-2 P1-2 pi1-3

Se sefialan con flechas Wiferentes a-hélices y hojas plagadas
predichas En rojo se muestran algunas mutaciones relacionadas
con la forma PS de la deficiencia de 21-hidroxilasa, ehamn la
forma VS y en marrén con la FNC. El grupo HEMO se muestra
rojo y el sustrato en verde. Esquema obtenido de Robins.,y col
2006.
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Los sustratos de CYP son moléculas relativamente hidréfabagual que las hormonas
esteroideas. Este es el motivo por el cual los sd®sunion al sustrato estan formados
principalmente por residuos de aminoacidos hidrofobicos. Arphertestudios realizados en
los que se compararon las secuencias de las enzimas @gitagh, 17-hidroxilasa y esterol
desmolasa, se identificaron dos areas altamente gadssrde union al sustrato: una cerca
del extremo N-terminal (Q53-R60 en CYP21) y otra hacia el mxtr€-terminal (L342-
V358 en CYP2) (White, 1987; Picado-Leonard y Miller, 1998). La estructurst&iina de
CYP102 confirma que la primer &rea conservada corresponde @ofundo bolsillo
constituido pr una estructura B-plegada (residuo E38-A44 en CYP21) que conforma el sitio
de unidn al sustrato. La segundarresponde a la hélice K (L311-W325 en CYP21) que no
interactia con el sustrato pero que forma parte de undstianclaje para una proteina
accesoria transportadora de electrones: citocromo P450-@ddotasa o POR. El resto de
los segmentos que forman parte del bolsillo de unidnstiago estan distribuidos a lo largo
del péptido, y no presentan secuencias particularmentergadasLas diferentes a-hélices,
hojas plegadaR y sitios activos de la proteina se visualizan dfidara 15.

La region de anclaje a la membrana del microsoma gdem del centro activo donde se
unen los sustratos, 17-OHP y progesterona, asi comedames de interaccion con las
enzimas auxiliares o zonas de transferencia de elestgoprotones son importantes para la

funcionalidad de la proteina
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Figura 15: Diferentes hélices, hojas plegadas y sitios de unia sustratos, ligando o HEMO para
un modelo de la proteina 21-hidroxilasa humana
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Las regiones o-hélices se esquematizan en rojo y las estructurasjdeplegada como una flecha verde. Con
puntos rojos se muestran los aminoacidos que interactiaEMOHIlos azules los que interactGan con
esteroides, y con puntos rojos y azules los que intaradanto con el HEMO como con esteroides. Las
mutaciones en rojo se relacionan con la forma PSadakes con VS, las marrones con FNC, en negro se
muestran las mutaciones noveles y en verde los polsmw§. Esquema modificado de Robins, y col., 2006.
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II.1. MARCO TEORICO

En América latina, en las Ultimas décadas tuvo lugar unepooconocido como transicion
epidemiolégica caracterizado por una disminucion de la ruathal por desnutricion vy
enfermedades infectocontagiosas, y un incremento relafigolas afecciones crénico-
degenerativas. Aunque en los paises de bajos y medianesosgn se enfrentan a las llamadas
enfermedades de la pobreza, las enfermedades crénicas tyadtmnos con base total o
parcialmente genética comienzan a ser un problema de pahlida (Reunién conjunta, La
Haya, 1999). Dentro de estas entidades estan incluidas dasakas congénitas (AC). Estas
constituyen todas las condiciones potencialmente patal®gmorfoldgicas y/o funcionales) que
se originan antes del nacimiento y que incluyen los desgsdmusados por factores genéticos,
ambientales, mixtos o desconocidos, y que pueden ser @gdeesde el nacimiento o
manifestarse mas tardiamente en la vida. Su prevalenobalgal nacimiento es
aproximadamente 3 a 5% (Harris y Reid, 1997). Sin embargo, debid@agmnostico de
patologias funcionales de aparicibn mas tardia (cegummdera, retardo mental, entre otros),
asciende al 8% a los 5 afios de edad y explican la mayerdmalas internaciones en hospitales
pediatricos. En el sector publico de salud en Argentinagssiena una prevalencia de AC
morfologicas detectadas al momento del nacimiento del 1,78%s(@no y col., 2012). Las AC
incrementaron su importancia relativa en la mortalidadniilf (MI), pasando a ser en nuestro

pais la segunda causa de Ml y explicando el 25.24% de laxaefas en menores de 12 meses

de vida (Estadisticas Vitales, Programa Nacional de Bstad de Saludwww.deis.gov.ar

Ministerio de Salud de la Naciowww.msal.gov.ay.

En las ultimas décadas la genética clinica ha adguindogran relevancia como consecuencia
de los avances en el desarrollo de las técnicas diaggsis cuales tienen un enorme impacto

en la practica médica y han permitido un progreso notabléa afefinicion de sindromes
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genéticos y deteccidén de portadores, asi como tamdriéla, prevencion y diagnéstico prenatal

de los mismos.

En este contexto, en el afio 1998 nuestro grupo de trabajo los estudios genéticos en

Hiperplasia Suprarrenal Congénita por déficit de 21-hidroxiksanuestra poblacion. La

eleccion de esta patologia se basé principalmente ectods&leraciones:

a. El déficit de 21-hidroxilasa comprende un amplio espectnmal@festaciones que van desde
las formas severas con pérdida salina hasta aquellasgrms $ves de hiperandrogenismo.
Para la forma leve o no clasica, se estima una incalelecalrededor de 1/1000constituye
la enfermedad genética autosomica recesiva de mayor frecuelitsta patologia en todas
sus formas, tiene una caracteristica poco frecuente kstrenfermedades genéticasra
ella existe un tratamiento efectivo y economico, que permite una calidadddenormal.

b. Al momento de iniciar el trabajo, el diagnostico malac de la deficiencia de 21-hidroxilasa
se realizaba en nuestro pais so6lo en un hospitatpiedi por lo tanto, el diagndstico en los
individuos adultos quedaba sin resoluciéiieniendo en cuenta que el analisis molecular
representaba y representa hasta el dia de hoy el diegnde certeza de la patologia, se
considerd necesario desarrollar un algoritmo de estudigpepnaitiera, en primera instancia,
estimar la frecuencia con que los diferentes defeatosl @gen se presentaban en nifios,
adolescentes y adultos de nuestra poblacion. El conatorie las mutaciones responsables
del cuadro clinico, permitiria no solo dar un diagnostieocerteza, sino reconocer los
riesgos, asesorar a los pacientes y tomar las maahiehaentivas oportunamente.

Nuestro grupo de trabajo inicié el estudio molecular de lzidafiia de 21-hidroxilasa como

un estudio colaborativo entre el Centro Nacional de B@nfCNGM, ANLIS), el Instituto

de Biologia y Medicina Experimental (IBYME),la Divisiate Endocrinologia del Hospital

Durand y el Servicio de Pediatria del Hospital Italiandad€iudad de Buenos Aires. Los
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primeros estudios realizado, permitieron estimar laibigtion de las 10 mutaciones mas
frecuentes en una muestra preliminar de afectados (Dairi2p@2, Pasqualini 2007)

Al momento de iniciar este trabajo de tesis, alrededor Gdaffilias habian sido estudiadas
y se detectaron mutaciones en el 93% de los alelosadégien alrededor del 70% de los
alelos pertenecientes a los pacientes no clasicos.

El alto nimero de alelos no determinados, especialmenéeFNC, podria estar indicando la
presencia de mutaciones menos frecuentes o noveles geneéstructural o en zonas
regulatorias.

En forma no excluyente, el alto nimero de alelosadENC aun no caracterizados, podria
estar indicando, en concordancia con lo sugerido por autises (Ezquieta y col., 1995;
Bachega y col., 2000; Ezquieta y col., 2006), que el valoode propuesto para la 17-OHP
post-estimulo con ACTH (prueba bioquimica utilizada como distigo diferencial de la
FNC), estaria sobrestimando la frecuencia de la patologia.

Asimismo, y como se menciond en la introduccidon, nmgie un mismo genotipo se ve
reflejado en un mismo fenotipo (Speiser y col., 1992sdvily col., 1995). Sin embargo, para
sustentar esta afirmacion, es necesario tanto pafeCasomo para las FNC, una buena
caracterizacion genotipica de los pacientes para das@agiresencia de otras mutaciones o
variantes que pudieran influenciar en la actividad enzimapira finalmente presenta la
enzima. Este andlisis no se habia realizado previaragmaestro grupo de trabajo dado que
la secuenciacion no era el método utilizado para facterizacion molecular de los alelos
afectados y ademas muchos de los pacientes poseian s0lo ninguno de los alelos
determinados.

El trabajo realizado en esta tesis, por lo tanto, tuwraoceje central dar respuesta a estos

interrogantes.
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I1.2. HIPOTESIS

El alto nimero de alelos no caracterizados se comdspocon la presencia de
mutaciones noveles 0 menos frecuentes en las regomkficantes del gen y su
region promotora.

Los valores hormonales de los pacientes no clasicnslos dos alelos mutados
difieren de aquellos que presentan los pacientes que poseem sdelo mutado o sin
ninguna mutacion.

Existe una alta correlacion entre el genotipo de loseptes y el fenotipo que

desarrollan.

[1.3. OBJETIVOS

[1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la presencia de mutaciones noveles o mena®fes como causa de la deficiencia

de la 21-hidroxilasa.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Analizar las regiones codificantes, intronicas y promatatal genCYP21A2en
pacientes con deficiencia de 21-hidroxilasa en los quebeedtiterminar al menos un
alelo.

Simular, mediante programas de modelado molecular,pdesbles implicancias
bioldgicas de las mutaciones noveles halladas en regimutficantes.

Analizar la expresiom vitro de mutaciones noveles halladas.

Correlacionar el genotipo hallado en los pacientestdenotipo que exhiben.
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ASPECTOS ETICOS

Todas las investigaciones realizadas en este trabajevaeoh a cabo de acuerdo con los
principios expresados en la declaracion de Helsinki. Ratastlas muestras incluidas, se
solicitd la firma de un consentimiento informado parriés del individuo (Ver modelo en el
ANEXO 5).

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del InstitisoMedicina y Biologia
Experimental (IBYME), y del Centro Nacional de Genéticalldé (CNGM), Buenos Aires,

Argentina (Ver ANEXO 5).

OBJETIVO 1: Analizar las regiones codificantes, intronicas y promotoras del gen
CYP21A2en pacientes con deficiencia de 21-hidroxilasa en los que restalsedminar

al menos un alelo

[1.1.1. MUESTRAS

11.1.1.1.PACIENTES

La evaluacion endocrinolégica y genética de la maydebe los pacientes incluidos en este
trabajo se llevd a cabo en la Division de Endocrigialadel Hospital Durand, en el servicio

de pediatria del Hospital Italiano y en el Centro Naaliale Genética Médica, Buenos Aires,
Argentina, si bien se incluyeron muestras de diferentesaseendocrinolégicos y genéticos

del interior de la Argentina.

Para la realizacion de esta primera parte del estudiclsgeron 87 pacientes: 9 muestras de
pacientes perdedores de sal, 6 muestras de pacienteantedizimples y 72 muestras de la
forma NC de la patologia en los que restaba determimaeabs un alelo luego del estudio

de las 10 mutaciones mas frecuentes del gen. Los paciacteidos para esta parte del
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estudio se consignan en el ANEXO 1. Para los pacienté&seaque se hallaron mutaciones
noveles, y en caso que estuvieran disponibles, se analzarestras de ambos padres.
Criterios de inclusion:
= Para los pacientes de la FC perdedores de sal: crisis lidrdtcion salina dentro
del primer mes de vida, genitales ambiguos en las nifiagradelcrecimiento éseo
en ambos sexos. Elevada 17-OHP basal y elevada activideehide plasméatica
(>4,5ng/ml/h) hiponatremia e hipercalemia.
= Para los pacientes de la FC virilizantes simples: gesitatebiguos en las nifias,
acelerado crecimiento 6seo en ambos sexos sin signosiddrdeacion. Elevada 17-
OHP basal
= Para los pacientes de la FNC: sintomas generales dardpegenismo de inicio
tardio fuera del periodo neonatal con al menos algunastes earacteristicas:
pubertad o pubarca pseudoprecoz, alteraciones en la meidstyuedertilidad,
hirsutismo y/o acné, alopecia. Valores de 17-OHP basalog &0 minutos post
estimulacion con Synacten (ACTH sintética, bolo wgreoso de 0.25ng/ml )por
encima de al menos tres veces el limite superior notroalpuntos de corte para la
inclusion fueron establecidos con anterioridad en nuesbordtorio (Dain y col.,
2002) y se corresponden con valores de 17-OHP post ACTH derhDaagy niveles
basales> a 2 ng/ml y para aquellos pacientes sin prueba de ACTH, valerdy-
OHP basal > a 6 ng/ml.
Criterios de exclusion:

e Individuos que no hubieran firmado el consentimiento informado
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e Pacientes con diagndstico presuntivo de HSC FNC que aumatores hormonales
con criterio de inclusion, presentaran otro tipo de miatologia clinica que pudiera
ser compatible con un diagnéstico de poliquistosisicadaromo por ejemplo signos
Cushinoides.

e Pacientes con diagndéstico presuntivo de HSC FNC en los@se contaba con los
valores hormonales de al menos 17-OHP basal o post A€Juth £orrespondiera.

e Pacientes con diagnéstico presuntivo de HSC FNC que preaentalores de 17-

OHP basal mayor a 6 ng/ml, pero que la prueba de ACTH fuergoind 10 ng/ml.

111.1.1.2. INDIVIDUOS DE LA POBLACION GENERAL
Se incluyeron muestras de 50 individuos aparentemente sknds poblacion general
tomados al azar y en forma andnima que derivan de bancoandee sy laboratorios

relacionados.

111.L1.2. EXTRACCION DE SANGRE Y ADN

Para los pacientes y los individuos de la poblacién geseradmaron alrededor de 5 ml de
sangre por puncion venosa anticoagulada con EDTA al 5%.

Para la extraccion de ADN, se tomaron 3 ml de sangr&mpes y se colocaron en un tubo
Falcon de 15 ml. Se agrego solucion de lisis RBC (dedis$n inglés deed blood cell),
hasta llenar el tubo. Las muestras se centrifugaromidud minutos a 1500 rpm. Los
lavados con RBC y la centrifugacion se repitieron haiséala solucién no tuviese coloracion
roja.

Una vez obtenida una solucion limpia, se descarto el sadaete. Luego se agregaron 3 ml
de buffer TEN (Tris-EDTANaCl) para resuspender el pellet. Se adicionaron 20 pl de

Proteinasa K (20 mg/ml) y 200 pul SDS 10 % o 100 pl de SDS 20%. Se incanbediada
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noche (ON) a 37° con agitacion. Luego de la incubacioagsegd 1 ml de NaCl 5 M y se
mezcld vigorosamente. Se centrifugd la solucion duranteid®os a velocidad maxima.

El sobrenadante se pasé a un tubo de 15 ml y se agregandmizres de etanol 100%. Se
agito la mezcla hasta que el ADN estuviese completamest@ipado. EI ADN se extrajo de
la solucién con una pipeta de vidrio. Luego, se sumergiipkta en etanol 70 % (3 veces) y
se dejo secar hasta que el ADN se torno transparenteDElIs& resuspendié en buffer TE
(Tris-EDTA) o agua destilada a 37°C ON, de manera de obtaaetancentracion de ADN
de aproximadamente 50 -100 ng/ul.

La solucion de ADN asi obtenida se cuantificé por espedttnoieiria a 260/280 nm (1 OD=
50 pg/ml). Una relacion 260/280 mayor a 0.7 se consideré como ddquara los estudios.

Véase la preparacion de soluciones en el ANEXO 4.

11.1.3. BUSQUEDA DE MUTACIONES NOVELES

111.1.3.1. PRIMER AMPLIFICACION DIFERENCIAL DEL GEN CYP21A2

Se utilizaron alrededor de 2 ul de la solucion de ADN gecdrde cada individuo para
realizar una primera ronda de amplificacion por PCR cabjetivo de diferenciar el gen del
pseudogen. Para tal fin, se amplificé el gen en 2 fragreeqie se solapan - llamados 5" y
3’- que incluyen la secuencia desde el nucleo6tidb6 en la zona promotora hasta el
nucleétido 2795 en la region 3" no codificante (3’'UTR), cebadores que aparean en
regiones especificas del gen y por lo tanto no apameah pseudogénT@bla 1). De esta
forma se asegura que solo se amplifique el@éR21A2en ambos fragmentos.

Los cebadores utilizados para el fragmento 5° fueron el L&l yD33. Los cebadores
utilizados para el fragmento 3" fueron el LD7 y LD4. Losacketved D7 y LD33 son los que
le confieren a la reaccién la especificidad diferdnalareconocer solo las secuencias que

estan presentes en el gens controles de especificidad de estas reacciones frealtirados
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con anterioridad a este trabajo en la puesta punto deliesie las 10 mutaciones mas

frecuentes (Dain y col., 2002).

Los componentes y soluciones utilizados para la reada@CR se detallan enTabla 2.

El buffer, la enzima Taq DNA polimerasa, el Mg@l los dNTPs utilizados en todas las

reacciones de PCR de esta tesis fueron de Invitrogen.

Las condiciones de ciclado utilizadas para ambos frapadueron:

a) Desnaturalizacion inicial: 94: 1°30”

b) 94°C: 40"
55°C: 30” \ 30 ciclos

72°C: 3

y
c) Extension: 72C 10°

El chequeo de la reaccion se realiz6é en geles de aghiddéaenidos con bromuro de etidio.
El tamafo de los fragmentos esperados para cada regide €807 pb para el 5" y de 2097
pb parael 3".

En todos los experimentos de esta tesis se utiliZéroUGAE 1X (ver ANEXO, seccion V.3)
tanto para la preparacion de los geles de agarosa, comolgpatectroforesis posterior. El
voltaje de corrida fue en promedio de 75-85 V y el tiempoledreforesis fue variable en

funcion del tamafio de los fragmentos a analizar.
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Tablal: Cebadores utilizados para las distintas amplificaciones por PCR

NOMBRE ]
DEL ORIENTACION SECUENCIA 5-3 REFERENCIA
CEBADOR
LD1 Sentido TTCAGGCGATTCAGGAAGCG Wedell y Luthman, 19934
LD2 Sentido GGTGCTGAACTCCAAGAGG Wedell y Luthman, 19934
LD4 Antisentido ACTGTGTTTACAGGGGGGAG Wedell y col., 1992
LD6 Antisentido CAGAGCAGGGAGTAGTCTC Wedell y Luthman, 19934

LD7 Sentido CCTGTCCTTGGGAGACTACT Wedell y Luthman, 1993;

LD13 Sentido AGGGATCACATCGTGGAGAT Este trabajo

LD33 Antisentido GCATCTCCACGATGTGA Owerbach y col., 1992

LD38 Sentido GCACCACACGGCCCAGCA Wedell y Luthman, 1993;

4-5F Sentido GCACAGCGGCCTGCTGAACT Blanché y col., 1997

4-5R Antisentido CAGGGGTGTCTAGGCTCCAG Blanché y col., 1997

7F Sentido CAGGCCAGCCGCTCAGCC Blanché y col., 1997
7R Antisentido GGGAAGGAGCCTTTTGCTTG Blanché y col., 1997
10F Sentido TGCCGTGAAAATGTGGTGGA Blanché y col., 1997
10R Antisentido GCAATAAAGGAGAAACTGAGG Blanché y col., 1997
PROMR Antisentido AGCTTCCACCAGTTCCAC Blanché y col., 1997
P431R Antisentido CCAGGCGCGCCAACCGCT Minutolo y col., 2011
MM266 Sentido TGGCCTCCCTGGAGCCCCT Este trabajo
Val-wtF Sentido ACAGCTCCTGGAAGGGCACG Minutolo y col., 2011
Val-wtR Antisentido ACTGCAGCCATGTGCAA Wedell y Luthman, 1993;
Val-mutF Sentido ACAGCTCCTGGAAGGGCACT Minutolo y col., 2011
Val-mutR Antisentido CTGCAGCCATGTGCAC Wedell y Luthman, 19934
R483Qwt Antisentido GCTGTGCCGCCCCATCCCCC3 Este trabajo
an81iQ' Antisentido GCTGTGCCGCCCCATCCCCT Este trabajo

15-wit Sentido CATTCTCATGCTTCCTGCCGCA Este trabajo

I5-mut Sentido CATTCTCATGCTTCCTGCCGCG Este trabajo

R132C Sentido TGCTGCTGGGCATCTGTGACTCCATGGAG Este trabajo

R149C Sentido CAGGAGTTCTGTGAGTGCATGAGAGCCCAGC Este trabajo

M283V Sentido GGGCACGTGCACGTGGCTGCAGTGG Este trabajo

D322G Sentido CAGGAGGAGCTAGGCCACGAACTGGGC Este trabajo

E431K Sentido TGTGCCTGGGCAAGCCGCTGGCG Este trabajo

1172N Sentido CTCACCTGCAGCATCAACTGTTACCTCACCTTC Este trabajo

EB);ct)Igﬂ_ Sentido GCGGGTGACCCA‘I_I'EIZ_,CA:TCTGTTACCTCACC Este trabajo

Ex6n7- . . .

BStEIl Antisentido GCCGGTCACCGTTTGCTGTGGTCTCAGT(Q Este trabajo
AlfaGlilF Sentido ACCCCTCACTCTGCTTCTC Este trabajo
pSVcDNA Antisentido GGTATTTGGAGGTCAGCA Este trabajo

CDNAF Sentido ACTGCCTGCTGGTGACCCATC Este trabajo
CDNAR Antisentido CGGCCAGGGTCACCGTTTG Este Trabajo

Los cebadores en negrita y subrayados son especificgerde¥Y P21A2y no aparean con el pseudodeyiP21A1
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REACTIVO CONCENTRACION | VOLUMEN (ul) | VOLUMEN (ul) | VOLUMEN (ul) | CONCENTRACION
INICIAL 5y3 FlyF2 F3 yF4 FINAL
H,O 37,3 40,9 38,4
Buffer 10X 5 5 5 1X
MgCl, 25Mm 1,5 1,5 1,5 1,5mM
DMSO 100% 2,5 - 2,5 5%
DNTPs 25mM 0,4 0,4 0,4 200uM
Cebador
sentido >0uM 0,5 0,5 0,5 0,5uM
Cebador
antisentido 50uM 0,5 0,5 0,5 0,5uM
Tag 5U/ml 03 0.2 0.2 1,5U/1U
Polimerasa
ADN ~100-ng/ml 2 1 1 2-4 ng/ml

En todos los casos, el volumen final de reaccion fue de. ®BM8O: Dimetil sulféxido.

111.1.3.2. ANALISIS DE LAS 10 MUTACIONES MAS FRECUENTES DERIVADAS

DEL PSEUDOGEN

Las mutaciones p.P30L, ¢.283-13A/C>G, p.G110_Y112delfs (Del 8 pb), p.I11712B6I¥-
p.V237E-p.M239K (Clu EX6), p.vV281L, p.306insT, p.Q318* p.R356W y p.P453S fueron
analizadas por PCR alelo especificas 0 PCR-RFLP comesseibio en Dain y col. (Dain y
col.,, 2002). Esta parte del trabajo fue realizada por la Naemi Buzzalino en nuestro
laboratorio como parte de los estudios de diagndsticocmalede la patologia.

Asimismo, la presencia de deleciones y/o macronversial®sgen asi como las
duplicaciones del mismo se analizaron mediante Soubtatrry/o MLPA por la Dra. Cecilia
Fernandez en nuestro laboratorio como parte de sudrdbaiesis doctoral (Fernandez C.,

2014).
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111.1.3.3. SEGUNDA AMPLIFICACION DIFERENCIAL DEL GEN CYP21A2PARA

EL ESTUDIO DE MUTACIONES MENOS FRECUENTES O NOVELES

En aquellos pacientes en los que luego del estudio de las &6iones méas frecuentes del
gen no se hallaron las dos mutaciones causantes de leneddel, se realiz6 una segunda
ronda de amplificacion diferencial con el objetivo de seciae el gen completo. Dado que
los tamarfios de los fragmentos 5° y 3 provenientes déntenarronda de amplificacion son

muy largos para ser secuenciados, la segunda ronda deicauidlif consistio en obtener 4

fragmentos superpuestos llamados F1, F2, F3 y F4, utilizaodm demplados los

fragmentos 5" para los F1yF2 yel 3" para los fragoseF3 y F4Figura 16).

Figura 16: Esquema representativo de la amplificacion de los fganentos 1, 2, 3y 4

cYP21A2
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Los cebadores para cada fragmento de amplificacién se refaresemm flechas. Los cebadores
especificos del ge@YP21AZe muestran con estrellas.

La mezcla de reaccion correspondiente a los fragmdtito/ F2 asi como para el F3 y el F4
se detalla en [&abla 2.
Los cebadores utilizados fueron pard&&lel LD1 y el LD6; para efF2, el LD2 y el LD33;

para elF3, el LD7 y el -7TR y para ¢4, elLD13 y el LDA4.
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Los cebadores LD6, LD33, LD7 y LD13 son especificos del gen. dexsiencias
correspondientes de todos los cebadores utilizados demdetalaTabla 1.
Condiciones de ciclado
F1:
a) Desnaturalizacion: 9 2’
b) 94°C 30~
59°C 30” 30 ciclos
72°C 17
c) Extension: 72 C 5’
F2:
a) Desnaturalizacion: 9 2’
b) 94°C 40
58°C 40~ 30 ciclos
72°C 1°30™
c) Extension: 72 C 77
F3y F4:
a) Desnaturalizacion: 94 2°
b) 94°C 40"
57°C 30~ 30 ciclos
72°C 3
c) Extension: 72 € 10°
Los 4 fragmentos se chequearon en geles de agarosa afiitftstcon bromuro de etidio,

con un marcador de peso molecular de 250 pb. Los tamafioadespeara cada uno de los
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fragmentos eran de 1141 pb, 1128 pb, 1116 pb y 1423 pb, para F1, F2,FE3 vy

respectivamente.

Purificacion y cuantificacion de los productos de PCR de la segunda roadde
amplificacion diferencial para su secuenciacion

Los productos de las PCR de loslfueron purificados mediante en kit “llustra GFX PCR
DNA and gel band purification kit” de GE Healthcare. Para ello, cada fragmento se arplific
en 2 tubos para obtener un volumen final de 100ul. El producto amplificado se dispuso en un
tubo eppendorf de 1,5 ml conteniendo 500 pl de buffer de captura, provisto por el kit, con el

fin de desnaturalizar proteinas. Con posterioridad, la meeclBDN-buffer se coloco sobre
la columna de purificacion, montada sobre un tubo recolenttién provisto por el kit, y se
centrifugd durante 1 minuto a velocidad maxima. Luego de laiftegatcion, se descarto el
liquido presente en el tubo recolector. Se adicionaron sobre la membrana de la columna 500ul

de buffer de lavado. Se centrifugdb nuevamente a maximaidadbdurante 1 minuto y se
descarto el liquido del tubo recolector. Luego la columrteaspaso a un tubo eppendorf de
1,5 ml y sobre la membrana de la misma se agregaron 30ul de agua destilada con el fin de
eluir el producto de PCR. Se dej6 a temperatura ambienteteudraninuto y se centrifugo a
maxima velocidad durante 1 minuto. Se descarté la columna lidbejue contenia el
producto de PCR purificado se guardod a -20°C hasta su utilizacion.

Los F1-F4 ya purificados fueron cuantificados para su postenvio al servicio de
secuenciacion. La cuantificacion se realizo por ueetielforesis en gel de agarosa 2% tefiido
con bromuro de etidio, con un marcador de masa (masge Invitrogen) durante una hora
a 75V. Luego de la electroforesis, se semicuantificO ejnfemto amplificado por
comparacion visual con los fragmentos de masa conooidlaspondientes al marcador de

peso molecular.
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Secuenciacion

Alrededor de 20 pl de las muestras de los fragmentos F1-Eé&v&Eon a secuenciar al
servicio de Macrogen Korea, en una concentracion apaainde 50 ng/ml. Los resultados,
en forma de electroferogramas, fueron analizados med@&rgrograma Bioedit o el Finch
TV y la secuencia obtenida se comparé con la secuencia sonseh gen (M13936)
publicada en la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/iamece| algoritmo

BLASTN.

11.L1.3.4. CORTES CON ENZIMAS DE RESTRICCION EN MUESTRAS DE
INDIVIDUOS DE LA POBLAICION GENERAL PARA LOS CAMBIOS NOVELES
HALLADOS EN REGIONES CODIFICANTES

Con el fin de descartar que aquellas mutaciones no desqrigtdamente se correspondieran
con polimorfismos poblacionales, se analizaron muestrasAD& de 50 sujetos
seleccionados al azar de la poblacion general mediantdieagn de la region de interés y
cortes con enzimas de restriccion (PCR-RFLP). Luega dgttaccion de ADN, se realizé la
primera ronda de amplificacion diferencial del gen dmiema manera que fuera explicado
precedentemente (apartadd.1.3.1). Segun la ubicacion del cambio a estudiar, se
amplificaron las regiones especificas en una segundiarde PCR, con cebadores que
permitian, luego de una digestion con diferentes enzidesrestriccion, diferenciar
correctamente el alelo salvaje del mutado y los 3 ge®tposibles (homocigota salvaje,
homocigota mutado y heterocigota). EnTkbla 3 se detallan los cebadores utilizados para
amplificar cada fragmento, las endonucleasas utilizadascondiciones de restriccion y
chequeo para cada variangsj como los tamafios de restriccidn esperados parecaada

Las secuencias de los cebadores utilizados se detallaifainla 1.
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Para todos los casos, la mezcla de de reaccion/mwestenia;
H2O..................c.s.p. 20 pl.
Buffer 10X........... 21l (conc. final 1X).

Enzima 10U/pl......0,l (Conc. final 0,25U/ul).

En el caso de las enzimas Hhal y Btgl se utilizé6 ader@as @ BSA 10 mg/ml por tubo de

reaccion, para lograr una concentracion final de BSA 10dug/m

111.1.3.5. PCRs ALELO ESPECIFICAS PARA DETERMINAR LA SEGREGACION

DE LAS MUTACIONES HALLADAS

Dado que no contabamos con los ADNs parentales, y conds fleterminar si las variantes
p.R149C, p.E431K y c.652-2A>G se encontrabanig(en el mismo alelo) o emans(en el
alelo homadlogo) con la/s otra/s mutacion/es hallada/sada paciente, se realizaron PCRs

alelo especificas.

MUTACION p.R149C

La paciente con la mutacion p.R149C, presentaba ademdsutiacion p.V281L en
heterocigosis. Para esta PCR alelo especifica sedutiimo molde el fragmento 3" y los
cebadores LD7 y Val-wtR para amplificar el alelo salvaje 2&hIl-mutR para amplificar
el alelo con la mutacién L28T#ébla 1).

Se prepararon dos mezclas de reaccion, que diferianrsélaebador especifico: Val-wtR o

Val-mutR, respectivamente.

! Composicion variable dependiendo de la enzima utilizadaodas los casos el buffer utilizado fue provisto
por el fabricante.
66



Tabla 3: Cortes con enzimas de restriccion para las variantes novelealladas

p CEBADOR | CEBADOR | FRAGMENTO o ALELO ALELO
REGION VARIANTE CAMBIO Sentido | Antisentido (pb) ER T CHEQUEO | 5a| vAIE (pb) | MUTADO (pb)
E3 g.782C>T p.R132C | b7 LD33 696 BtsCl | 50 A2% | 77,200, 419| 200, 496
Ea4 £.940C>T p.R149¢ | #°F 4-5R 355 Hhal 37 A 2% 355 35, 320
. 12,27, 42, | 12,27, 72,y
0 1 1 1 b 1 1
E7 g.1695A>G | p.M283VF | 7F 7R 274 | Hindl | 37 PA 8% o .
E10 | g25156>A | p.E431K | 10F | P431R 166 BsrBl 37 PAS% | 16,150 166
E 10 g‘25116(25512de' p.L429fd | 10F 10R 389 BseDI | 60 Ay | 2% 18| 66,83 218
E 10 g'zszo—czszl'”s p.H466fs | MM266 |  10R 162 Mwol 60 PA 20% 68, 94 25, 43, 94
€.652-
15 g.1329A5G S LD7 LD33 696 Btg| 37 A 2% 84,612 | 75,84, 537
3, 234, 240
c.1116- | LD13 3,257,336, > 234 240,
I8 §.2202G>A e LD4 1424 | Mbol 37 PABY | Spaal o 2573,53;36 ,
Zp 9-195T>C ; (DI | PROM-R| 488 Tasi 65 A 2% 269, 219 488
9-283 - ] D1 _ ) 53, 82, 146,
Zp Joo PROM-R| 488 Taal 65 A 2% oo 83, 146, 261

E: Exdn; I: Intrén; ZP: Zona Promotora; ER: Zima de restriccion; T°: temperatura de restriccion; A: agarBA: Poliacrilamida. *: Los cortes con enzimas de
restriccion para estas mutaciones se realizaron caabotacion de la Bioquimica Barbara Casali. En todosdsss; los geles de agarosa se revelaron con bromuro
de etidio y los de poliacrilamida se tifieron en plata (M@EXO 4).
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Asimismo y para validar la presencia (0 no) de las mutasientrans se utilizé una
alicuota del ADN del paciente HSC 552, que poseia las mutacph@81L/p.1172N
(p.1172N se ubica en el exdn 4). En este paciente se deteguin@mbas mutaciones se
ubicaban ertrans mediante el estudio de los ADNs parentales. Asimismanaeyeron
muestras de ADNs de pacientes homocigotas p.V281L y homocigategjes como
controles de especificidad de las PCRs.
Las condiciones de ciclado utilizadas fueron:
a) Desnaturalizacion: 94 2°
b) 94°C 30”

58C 30° 30 ciclos

72°C 1
c) Extension: 72 € 5’
El resultado del ciclado se chequed en un gel de agarb%a &kiiido con bromuro de etidio,
en presencia de un marcador de peso molecular de 250 pmé&id esperado para este
fragmento era de 981 pb. El producto de la reaccion ampldicase envié al servicio de
secuenciacion para determinar en qué alelo se encordrammatdcion p.R149C, si en aquel
gue fuea amplificado con el cebador para la secuencia salvaje 28a\\fnotada 281L. Los

fragmentos obtenidos de la muestra HSC 552 se secuenaigparadelo.

MUTACION p.E431K

En la paciente con la mutacion p.E431K se hallaron adeasamiitaciones p.D322G y
p.V281L en heterocigosis. Para esta PCR alelo especificailgd el fragmento 3° como
molde y los cebadores LD4 y Val-wtF para amplificarlebasalvaje V281 y LD4 y Val-

mutF para amplificar el alelo mutado L280apla 1).
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Se prepararon dos mezclas de reaccion, que diferiaers@ocebador especifico: Val-wtF o
Val-mutF, respectivamente.

Como control se utiliz6 el ADN del paciente HSC 523, que poksiamutaciones
p.V281L/p.P453S (esta Ultima mutacion en el exon 1Qyars. De igual manera que en el
caso anterior, la presencia de ambas mutacion&gsenfue establecida a partir del an&isi
de los ADNs parentales

La mezcla de reaccion y las condiciones de ciclailieattas fueron iguales a las de la PCR
anterior pero para esta ultima se utilizé una temperatuaamzalingde 62°C.

El fragmento de amplificacion se chequeo en gel de agards$a, defiido con bromuro de
etidio en presencia de un marcador de peso molecular dplR%] tamafio esperado del
fragmento era de 1112 pb. Luego, el producto de la reaccion s a&nservicio de
secuenciacion para determinar en qué alelo se encamttabamutaciones p.E431K y
p.D322G, si en aquel que fue amplificado con el cebador paexilencia salvaje V281 o la
mutada L281. Los productos de amplificacion de la paciente HSGe&2a8cuenciaron en

paralelo.

MUTACION c.652-2A>G

Esta mutacion en el intron 5 se la hallé en una paciune poseia también la mutacion poco
frecuente p.R483Q.

Se realizaron 2 PCRs alelo especificas a partir de los fragmentos 3’ generados en la primera
ronda de amplificacion diferencial del gen para esta piEcie

Para la primer PCR alelo especifica, se utilizarondebkadores LD7- R483Q-wt para
amplificar el alelo salvaje R483 y LD7- R483Q-mut para amoplifel alelo con la mutacién

Q483 (Tabla 1).
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Se prepararon dos mezclas de reaccion, que diferiaers@locebador especifico: R483Q-wt
0 R483Q-mut, respectivamente.

.Las mezclas de reaccion, al igual que las condicioneictielo utilizadas, son las mismas
gue para la PCR alelo especifica anterior, pero con oetatura dennealingde 70°C.

Los fragmentos amplificados se chequearon en geles desagalrl%, tefiido con bromuro
de etidio, en presencia de un marcador de peso molecu2&Og. El tamafio esperado de
los fragmentos era de 1991 pb.

Los productos obtenidos con ambas mezclas de reacciéa BER alelo especifica se
digirieron con la enzima Btgl (utilizada para chequear30scontroles de la poblacion
general para esta mutacion) en las mismas condicionegsanadas en la seccion 11.1.3dé
este capitulo. Para el alelo que poseia la mutaciomuléhi5 se esperaban fragmentos de
936, 537, 434 y 84 pb, mientras que para el alelo con la secisaivige se esperaban
fragmentos de 971, 936 y 84 pb. En este caso no fue poslldaruitros ADNs a modo de
controles positivos de alguna de las mutaciones, dado qgénnairo paciente de nuestra
cohorte poseia ninguna de las dos mutaciones en estudicen®iargo, se incluyeron
muestras de ADNs sin mutaciones a modo de especificidad dificanijdn del alelo salvaje
R483 y ausencia de amplificacion en caso de utilizar eldmelpara el alelo mutado Q483.
Para la segunda PCR alelo especifica se utilizarorelmdores LD4 e I5-wt para amplificar
el alelo salvaje c.652-2A y LD4 e 15-mut para amplificaalelo con la mutacion ¢.652-2G
(Tabla 1). Se prepararon dos mezclas de reaccion, que difel@ers@| cebador especifico:
I5-wt o I5-mut, respectivamente. Las mezclas de reacgidas condiciones de ciclado
utilizadas fueron las mismas que para la PCR alelo egeddila mutacién p.E431K. No se

incluyeron ADNs controles, excepto aquellos que pudierarnr geEma verificar amplificacion
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del alelo salvaje en el intron 5 y ausencia de amptificeen caso de utilizar el cebador
mutado.

Los productos de la reaccion se enviaron al servicio deeseiacion para determinar en qué
alelo se hallaba la mutacion p.R483Q, si en aquel amplificatoet cebador para la
secuencia salvaje del intron 5 o en aquel amplificado coreleddor para la secuencia

mutada.

111.1.3.6. ANALISIS DE HAPLOTIPOS HLA

En 3 pacientes que poseian la mutacién novel p.M283V se réalitigificacion de los
haplotipos deHLA con el fin de evaluar si el evento se correspondiauooposible efecto
fundador. Para este estudio, las muestras de ADN de lenf@scse enviaron al laboratorio
de Inmunogenética del Hospital de Clinicas, José de SaimMaABA. El estudio se realizo
con el kit HLA Olerup SSP, mediante PCR-SSP multipdpse analiza los genes HeA-A,

HLA-B y HLA-DR. .

l11.L1.4. ANALISIS IN SILICO DE LAS VARIANTES NOVELES HALLADAS
Con el fin de estimar si los cambios noveles halladodrigio representar variantes
potencialmente patogénicas, se realizd un anafissilico mediante diferentes abordajes

bioinformaticos.

11.1.4.1. VARIANTES EN REGIONES CODIFICANTES
Con el fin de evaluar si los cambios que se correspomdiarresiduos aminoacidicos se
hallaban en regiones conservadas de la proteina P450a&imparo la secuencia proteica

de diferentes mamiferos mediante el programa Clustatitp:{/www.genome.jp/tools

[clustalw) que permite el alineamiento de multiples secuendtias. secuencias elegidas

correspondieron a las especies Homo sapiens (Gl:14550409), caMaoaulatta
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(G1:1109070559), Sus scrofa (GI:55742758), Bos taurus (G1:61888872), Canis lupus
familiaris (GI1:55742762), Equs caballus (Gl1:149732361), Mus musculus (G1:160948604)

Rattus novergicus (G1:259906405

[11.1.4.2. VARIANTES EN INTRONES

Para analizael posible efecto de los cambios noveles hallados enntosnes del gen
CYP21A2sobre el mecanismo dplicing se utilizd la herramienta bioinformati¢duman
splicing finder (HSH V.2.4.1 (Desmet y col., 2009). Este programa predice eltcefde
mutaciones sobre sitios consenso gpdicing y analiza también la presencia de motivos
potencialmente implicados en este mecaniemaualquier secuencia de ADN humano. El
HSF brinda un valor consenso (VC) para cada sitio aceptor o dimwplicing A partir del
analisis de 400.000 sitios salvajesH&F recomienda considerar como sitio aceptor o donor
fuerte desplicing cuando su V@&ssuperior al 80% (Desmet y col., 2009). A su vez, cuando
una mutacion afecta directamente el VC, es importeosiderar también &dVC entre la
secuencia salvaje y la secuencia mutanted&F, luego de validar este algoritmo con 69
mutaciones, considera que ANC superior a 10% significaria qua mutacion en estudio
afecta drasticamente el sitio siglicing

Por lo tanto, en nuestro analisis se considero un umela80% en el valor consenso (VC)
para estimar un sitio como posible sitio cripticosgkcing A su vez se consider6 que si una
mutacion provocaba una reduccién en el V&/C) de al menos un 10%, el cambio

producido implicaria un impacto significativo erseglicing.
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OBJETIVO 2: Simular, mediante programas de modelado molecularlas posibles

implicancias bioldgicas de las mutaciones noveles halladas en regiones codificantes

[1.2.12 MODELADO MOLECULAR

La posible relevancia clinica de las mutaciones halladda eegion codificante se evalu6
mediante modelado moleculer silico. Esta parte del trabajo se realizd en colaboracién con
el Dr. Alejandro Nadra, FCEN, UBA.

Dado que la proteina CYP21A2 humana no esta cristalizadainesr fpugar, se llevo a cabo
un modelado de homologia semiautomatico con B@&kies(Grunberg y col., 2007), que
utiliza al programa Modellerv91l como herramienta de modeRdma ello, se utilizaron 18
plantillas o templados de otras CYP21 ya cristalizafiablé 4) obtenidos a partir de la base

de datos de proteinas PD@tp://www.rcsb.org/pdb/home/home)do

Tabla 4: Plantillas de diferentes CYP seleccionadas para generael modelado de

P450c21humana

IDENTIDAD DE
iy CYP ORGANISMO SECUENCIA CON
P450c21(%)

1CPT_A CYP-TERP Pseudomonas sp. 28
1107_B CYP119 Sulfolobus solfataricus 30
1UE8 A hipotética Sulfolobus tokodaii 30
1JFB_A CYP55A1 Fusarium oxisporum 22
1LFK_A CYP-OXIB Amicolatopsis orientalis 24
INR6_A CYP2C5 Oryctolagus caniculus 31
1PQ2 B CYP2C8 Homo sapiens 29
1R90 A CYP2C9 Homo sapiens 29
1PO5 A CYP2B4 Oryctolagus caniculus 28
ITON_A CYP3A4 Homo sapiens 24
1X8V_A CYP51 Mycobacterium tuberculosis 25
2CD8 B CYP107L1 Streptomyces venezuelae 30
2F9Q D CYP2D6 Homo sapiens 31
2FDV_D CYP2A6 Homo sapiens 27
2FR7_A CYP199A2 Rhodopseudomonas palust 30
2HI4 A CYP1A2 Homo sapiens 28

21J2 B CYPBM3 Bacillus megaterium 26
20JD B CYP2R1 Homo sapiens 30
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El programa analiza las diferentes plantillas teniendaienta su secuencia y su estructura y
selecciona aquellas que son similares. Con los archivos del@Bcionadosse genera un
alineamiento y a partir del mismo varios modelos de daejfima en estudio. El programa le
asigna un valor DOPE a cada modelo (que indica la calidachdé¢lo y la energia del
mismo) y selecciona el de menor valor de energia. Unabtenido el mejor modelo, se
utilizé el programa Foldx 3.0 beta (www.foldx.crg.es) coneordmienta para generar las
mutaciones puntuales y analizar los cambios que las misidagian en la estabilidad de la
proteina. El programa FoldX es ampliamente utilizado parazanatuantitativamente el
efecto de mutaciones en la estructura/estabilidad de prof8ictagnkowitz y col., 2005). La
version actual de FoldX no admite la presencia de grup®4CHeén la proteina, por lo que
las mutaciones que involucren contactos directos con dgezpn evaluadas solo
cualitativamente.

La mutagénesisn silico se llevd a cabo utilizando el comando BuildModel FoldXd. L
estabilidad se calculd utilizando el comando de estabilidadsydiferencias de dichas
energias (expresadas comaG) se calcularon restando la energia de la proteingesala
obtenida para cada mutante. Se utilizé un umbralAde de 1,6 kcal/mol que corresponde a
dos veces la desviacion estandar calculada con el pradgralaiX. Valores superiores a este
umbral fueron considerados como significativamente desersaibds de la proteina
(Schymkowitz y col., 2005).

A los efectos de validar el modelo y la posible implicarte las mutaciones noveles en la
estabilidad de la proteina, inicialmente y a modo de refereseiensayaron 40 mutaciones
puntuales cuyas actividades residuales (ilRJ)itro ya habian sido descriptas en la literatura.
Para cada una de estas mutantes se calculd la estabilidaht@e| programa FoldX y se

realiz6 una correlacion entre la estabilidad calculada YR reportada. A su vez, se
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analizaron las mutaciones noveles y las 40 ya descrptasotro modelo tridimensional
2GEG (PDB ID: 2GEGRobins y col., 2006). Cada mutacion se ensay0 Cinco V&IEeS C
ambos modelos (Biskit y 2GEG) y los resultados se exresamo la media d&AG = las

desviaciones estandar.

OBJETIVO 3: Analizar la expresion in vitro de mutaciones noveles halladas

111.3.1. ANALISIS FUNCIONAL DE LAS MUTACIONES NOVELES EN REGIONES

CODIFICANTES DEL GEN CYP21A2

111.3.1.1. MUTAGENESIS DIRIGIDA

A los efectos de estimar las implicancias bioldégicamslenutaciones noveles halladas en los
pacientes en la region codificante d&YP21A2 se realizaron ensayos de expresion y de
actividad de las proteinas mutanitesitro.

Para tal fin, las diferentes mutantes se obtuvieroniamgrl mutagénesis dirigida sobre la
secuencia del ADN copia (ADNc) del g&iYP21A2clonada en un vector de expresion
pCMV4 (gentilmente cedido por la Dra. Wedell, Karolinska Insit@uecia) (Nikoshko y
col.,, 1997), utilizando un kit comerciaQ(ikChange Multi Site-Directed Mutagenesis,
Stratagene)El inserto posee una longitud total de 2746 pb que incluye adoskcliencia
gue se traduce a proteina, 10 nucléotidos (nt) del extremo & dificante y 28 nt del 3" no
codificante. El vector, a su vez posee resistenciamcdina (Figura 17).

Para cada reaccion de mutagénesis dirigida se diseferatdares especificos conteniendo la
mutacion a testear de acuerdo a las especificaciones diebfdb del kit. Asimismo, se
generd una mutante que contenia la mutacion p.I1172N que poseetivitad residual de
P450c21 de aproximadamente 2% y estd asociada a la forma ®¥patelbgia (Tusie-Luna

y col., 1990). Esta construccion se utiliz6 como un corteobaja actividad enzimatica
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residual. En una paciente, la mutacion novel p.E431K sé kallel mismo alelo con la

mutacion p.D322G (ver seccién Resultados apartado 1V.1.8r).Io0Ptanto, ademas de

mutagenizar el vector con las mutantes en forma aigadzhtuvo también la doble mutante.
En este cascse utilizaron los 2 cebadores (cada uno con la mutaoidaspondiente) en la

misma orientacion.

Las secuencias de los cebadores utilizados se detallanTabla 1 y son aquellos que se

denominaron R132C, R149C, M283V, D322G, E431K e I1172N.

Figura 17: Vector pCMV4

Origen y Bglll
Ndel  Kpnl

Hindlll

promotor

AmpR promotor -

Xmal

pCMV4
4874 pb Smal
Apal
4 hGH_PA
terminador
promotor
Agel

SV40 enhancer

SV40 origen
Xhol

El ADNc del genCYP21AZXe encuentra clonado bajo el promotor de CMV.

Reaccion de PCR para la mutagénesis dirigida

Condiciones (por tubo):

HoOoooooeee e C.S.p..25

Buffer 10X.......oovvvviiviiiiiiiiieeen, 216 (conc. final 1X).
QuIckSolUtioN...........cooveveeene. o5
Cebadores........c... veevnvno.. . Xl (200 NQ)

ANTPS oo ull

Z La composicion de IQuick solutionse desconoce, ya que no es revelada por el fabricante.
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QuickChange enzyme 2,5U/ul ..ull(conc. final 0,1UAl).
ADN.. .o { (100 ng).

Condiciones del ciclado:
a) Desnaturalizacion: 95 °C 1°
\
b) 95°C 1°
55°C 1~ > 30ciclos
65°C 2'/Kb

/
Una vez finalizado el ciclado se coloco la reaccion eo Ipief 2°.

Digestion con Dpnl de los productos de PCR

El objetivo de este paso es digerir la hebra parentalutada del plasmido que se encuentra
metilada. Este paso se realiz6 por digestion con lama2pnl que es sensible a metilacion.
Para ello, se agrego6 dl de enzima (concentracion. inicial 10/ concentracion. final
0,4Ulul) directamente sobre el tubo de reaccion (producto de).P&Rmezclé durante 1

minuto y se incubd a 37°C durante una hora en bafio termostéatico

Transformaciéon de bacterias ultracompetentes

Se alicuotaron en un tubo tipo eppendorf previamente enfrid8oul de bacterias
Escherichia coliDH5a ultracompetentes XL10-Gold provistas por el kit y se colocaron en
hielo. Se agregaron gl de p-Mercapto-etanol, se agité y se incubd en hielo durafte
minutos con agitacion cada 2 minutos. Pasado ese tiempanskrieron 1,5.1 del producto
de PCR ya digerido con Dpnl al tubo con las bactermsn&zclé y se incubd la reaccion por

30 minutos en hielo.
Mientras tanto, se incubaron 50 por tubo de medio LB liquido (ANEXO 4) a 42°C.

Pasada la media hora de incubacién, se incubaroadaésrias a 42°C durante 30 segundos y
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luego 2 minutos en hielo. Se agregaron los hD@el LB pre-entibiado y se incubd la
reaccion a 37°C durante una hora con agitacion de28R5pm.

Se plaquearon 100l de la reaccion sobre placas de LB agar (ANEXO 4) copicina
(100 pg de ampicilina/ml de LB agar final) y se incubaron a 8tff@nte toda la noche sin
agitacion.

Al dia siguiente, se picaron colonias en condicionesstiikdad (con un escarbadientes o
tip esteril) y se colocaron en tubos tipo Falcon de 1%onteniendo 3 ml de medio LB
liquido. Se incubaron a 37°C durante toda la noche coniagitéde 225-250 rpm. Pasado ese
tiempo, se reservaron 8%0 de ese cultivo liquido con 15d de glicerol al 87% estéril a -
70°C (cepario) de manera de poseer las cepas transforeraftasna estable para posibles
usos posteriores. Del resto del cultivo, se utilizardn ri| para extraccion de plasmido

mediante mini-prep y posterior secuenciacion.

Extraccion de plasmido por mini-prep

La alicuota de 1,5 ml del cultivo liquido se centrifugé a 12.000gnte: 30", El pellet se
resuspendio en 100l de la Solucion | (ANEXO 4) en hielo. Se agregaron 20@e la
Solucion 1l (ANEXO 4) y se mezcld por inversion. Se incwbdubo en hielo durante 5
minutos y se agregaron 150 de la solucion IIl (ANEXO 4), se agitd por inversiorsg
dejé 5 minutos en hielo. Se centrifu§dninutos a temperatura ambiente a 12000-130000g.
El sobrenadante se transfiri6 a un tubo limpio y segagon 2 voliumenes de etanol 100%.
Se mezcl6 por inversion y se dejd 2 minutos a temperatura r@mbiSe repitio la
centrifugacion de 5 minutos a temperatura ambiente a 12000-13000@gvygice el
sobrenadante. Se resuspendio el pellet en 1 ml de &@#toly se centrifugd nuevamente.
Luego de volcar el sobrenadante, se dejo secar el pabehperatura ambiente hasta que el

mismo se torné transparente. Finalmente, se resuspenpg@let que contenia al ADN
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plasmidico en 5l de HO destilada estéril, con agregado de RNAsa 20ug/mll {ior

reaccion, concentracion final 0,4 pg/ml).

Secuenciacion

A los efectos de verificar que sélo la mutacién deseatEbagresente, los vectores
purificados se enviaron al servicio de secuenciacion. Loadoeés utilizados para la

secuenciacion fueron el LD2, LD6, LD33, LD13 y LD3Babla 1) que abarcaron el inserto

en toda su longitud. Una vez que se confirmé la presenaéloda mutacion deseada (y la
ausencia de otras), se procedid a realizar una midijpaea obtener suficiente masa del

vector mutagenizado para los ensayos posteriores de t@dsfeelular.

Extraccion de plasmido por midiprep

Para la extraccion del plasmido por midi-prep se utilizatéNucleobond Xtra Midi Plus, de
Macherey-Naguel. Para tal fin, se realizé un cultivoidiguen 200 ml de LB liquido-
ampicilina (0,5ul de ampicilina por ml de LB, concentracfégral 100 pug/ml) con las
bacterias que poseian la mutacion de interés a partiepatic almacenado a -70°C. Se dejo
crecer el cultivo toda la noche a 37°C con agitacion de28R5pm.

El cultivo se centrifugd durante 15 minutos a 4500-6000g Y lelt pddtenido se resuspendid
en 16 ml de buffer RES que posee RNAsa A. Luego las bacserizgsaron con el agregado
de 16 ml de buffer LYS, que contiene OHNa y SDS. El lisadestalizo con el agregado
de 16 ml de buffer NEU, que contiene acetato de potasio. Selommar inversion y se
incubd 5 minutos en hielo.

El lisado se filtré a través de la columna provista p&itePrevio al filtrado, la columna se
equilibré con 12 ml de buffer EQU para eliminar los residuos queégpuestar presentes en
la membrana de la misma. Previo a la obtencién del ADshptéco, se realiz6 un paso de

retencion de la fase que posee el ADN cromosomico deslimdoamediante un pasaje en
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un papel de filtro que se agrega en la columna. Se realilevano con 5 ml de buffer EQU
del papel de filtro y se descartaron tanto el liquidolaleldo como lo retenido en el papel.
La columna se lavé con 8 ml de buffer WASH, y luego edrmléo retenido en la membrana
se eluyé con 5 ml de buffer EElén un tubo tipo Falcon de 15 ml. Se agregaB® ml de
isopropanol, se mezcld por inversion y se incub6 a teyparambiente durante 2 minutos.
La solucién se filtré por un filtro provisto por el kit. fitro se lavé con 2 ml de etanol 70%
y se dej6 secar. El plasmido se eluyé con 20fe buffer TRIS 1M en un tubo eppendorf de

1,5 ml. La concentracion de plasmido se cuantificé poeasofotometria 260/280 nm.

1.3.1.2 TRANSFECCION DE CELULAS COS-7

Los vectores mutagenizados y purificados por midi-prep ssféxaron transitoriamente en
cdulas COS-7 (células de rifion de mono verde africanoC@&TCRL-1651") que no
expresan P450c21 endogena. Los estudio®tro se llevaron a cabo con todas las variantes
mutagenizadas asi como con el vector salvaje o Wild T y con el vector sin inserto
(mocR.

Las células COS-7 se crecieron en frascos T75 con ni#diBM-F12 con 10% de suero
fetal bovino (SFBNatocor) en estufa a 37°C con 5% de,CQuando las células estaban a
un 80-90% de confluencia, se incubaron con tripgtal A 1X (Invitrogen) durante 2
minutos a 37°C. La reaccion se detuvo por el agregado ded2 r8FB. Las células se
transfirieron a un tubo tipo Falcon de 15 ml, se centrifuga 1000 rpm y se resuspendieron
en DMEM-F12.

Se plaquearon aproximadamente 1,6Xt@lulas en placas de 6 pocillos con 2 ml de
DMEM-F12 suplementado con 10% de SFB durante 24 hs. Pasadengse, tse realizd un

cambio de radio y se agregd la mezcla de transfeccion que contenia 100 pl de medio

* Todos los buffers utilizados en esta reaccién fuerowigios por el fabricante y su composicién es
desconocida.
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DMEM-F12 con 1 pg de cada pCMMV@YP21A2mutagenizado y 1 pg de un vector pSV-
Gal que posee el gen codificante para f-galactosidasa, a los efectos de relativizar la @iiee
de la trasfeccion y 4 pl de Fugene Trasfection HD (Roche). Se realiz6 una pre-incubacion
de la mezcla del vector con el Fugene a temperatura ambigrsete 15 minutos en tubos
eppendorf de 1,5 ml previo al agregado a cada pocillo de la plaego se incubé a 37°C
durante 48 hs.

Cada mutante se ensay6 por duplicado entre 2 y 4 experindfeiantes y con vectores

provenientes de diferentes colonias.

111.3.1.3. CROMATOGRAFIA EN PLACA DELGADA ( TLC)

Pasadas las 48 de la transfeccion, la actividad de la P458c@&termind mediante la
medicién de la tasa de conversién d#l][ progesterona y 3H] 17-OHP en {H]
desoxicorticosterona yHi] 11-desoxicortisol, respectivamente (Perkin-ElmeryaRdlo, se
retiré el medio presente en cada pocillo de la placacgnienia la mezcla de transfeccion, y
las células se incubaron durante 1 hora a 37°G@onl de DMEM-F12 conteniend@ uM

de progesterona o IFHP y 0,5uCi de los mismos sustratos marcados radioactivamente.
Transcurrida la incubacion, se recogieron los pD@cl medio y los esteroides se extrajeron
dos veces con 3 ml de cloruro de metileno frio y se evapoeasequedad. Las muestras se
resuspendieron en 2-3 gotas de cloruro de metileno y derasem en placas de silica gel
(Merck). Los sustratos y los productos se separaron poratografia en placa delgada o
TLC (Thin Layer Chromatographytilizando cloruro de metileno:acetona (70:10 v/v) como
sistema disolvente. La separacion se llevo a cabo @ug@nminutos aproximadamente. Las
posiciones de 1DHP, 11-desoxicortisol, progesterona y 11-desoxicorticosternda placa

se determinaron mediante absorcion UV a 254 nm por compareen la movilidad de los
sustratos y productos que se sembraron en paralelo. En pagie®mnes, se raspd la placa
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para el sustrato y producto de cada muestra y la radiactise@anidi® en un contador de
centelleo DSA 1409 (Wallac Co). El liquido de centelleo parastdda muestras fue
OptiPhase-Hi seguro 3 (Wallac Co). Las tasas de convatsiénstrato a producto para cada
enzima mutante se compararon con la de tipo salvaje.(\ actividad enziméticaes
expresd comel porcentaje de conversion del sustramgproducto en comparacion con el de
las células transfectadas en paralelo con pCNIWY4A21A2que codifica paréa P450c21 de
tipo salvaje, después de efectuar la correccién corctlaidad de B-galactosidasa (ver
medicion de actividad dg-galactosidasa en apartado 1113.1.4). En todos los casagalizo
también un blanco de reaccion en el que se incubaralialas en las mismas condiciones
pero sin el agregado de los vectores mutantes y salvajessiiiado obtenido para este
blanco se rest6 a las deméas mediciones obtenidas.

Los ensayos d€LC se realizaron en colaboracion con la Dra. Nora eha&CEN, UBA.

[11.3.1.4. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA

Para determinar la actividad de p-galactosidasa, se utilizo el l8teta-Galactosidase Enzyme
Assay Systemte Promega. Para ello, las placas de 6 pocillos cagllales COS-7 adheridas
se lavaron con buffer fosfato salino (PBS, ANEXQ 400 ul de buffer de lisis provisto por

el kit. Se dejé actuar durante 15 minutos en hielo y postegitte se homogeneizé en el
mismo pocillo. Los homogenatos se recolectaron y seiftggaron durante 2 minutos a@°®
a 12.000g y el sobrenadante se transfirio a tubos limpste. lisado se utilizé tanto para
determinar la actividad de B-galactosidasa, como para medir proteinas totales coétetm
de Bradford para los ensayos\Western Blo{ver apartado 111.3.1)5

Para el ensayo de B-galactosidasa, se tomaron 150 pl del lisado y se le agregd la misma

cantidad deassay buffe2X provisto por el kit. Se mezcldé por agitacion y se lica 37°C
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durante 30 minutos, momento en que la solucién se torndllamizaireaccion se detuvo con

el agregado de 500 pl de carbonato de sodio 1M y se midio la absorbancia a 420 nm.

Para realizar la conversion de esas lecturas de absiarbameidades enziméaticas, se realiz6
una curva de calibracion con cantidades conocidas de -galactosidasa provista por el kit y sus
respectivas absorbancias. A partir de esta curva sapeldron los valores de unidades

enzimaticas de acuerdo a la absorbancia de las muestras

111.3.1.5. PROTEINAS TOTALES, ENSAYO DE BRADFORD

Para determinar la cantidad de proteinas totales presemtel lisado, se realizdé en primer
lugar una curva de concentraciones conocidas de seroafblmvina BSA como se
muestra a continuacion:

a) 800 ul de agua destilada + 200 pl de reactivo de Bradford (Conc. final de BSAO g/ ml).

b) 797,5 ul de agua destilada + 2,5 ul de BSA(1 pg/ ul) + 200 pl de reactivo de Bradford
(Conc. final deBSA2,5 pg/ ml).

c) 795 ul de agua destilada + 5 pul de BSA(1 pg/ ul) + 200 pl de reactivo de Bradford (Conc.
final deBSA5ug/ ml).

d) 792,5 pl de agua destilada + 7,5 ul de BSA(1 pg/ ul) + 200 ul de reactivo de Bradford
(Conc. final deBSA7,5 pg/ ml).

Para cada una de las muestras de concentracion desconocida se prepararon 2 tubos con 790 pl

de agua destilada, 10 ul de muestra y 200 ul de reactivo de Bradford. Se determino la
absorbancia a 595 nm y las concentraciones de las musstextrapolaron de la curva de

calibracién que se confecciond corBISA

111.3.1.6. ENSAYO DE WESTERN BLOT(WB)
Con el objetivo de determinar los niveles de expresion de wadade las mutantes, se

mezclaron 23 g de proteinas provenientes del lisado celuleaiddeuno de los ensayos de
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transfecciéon con buffer de craqueo 3X (ANEXO 4) y se hirviedorante 1 min. Las
muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida-dodéfatcsule sodio al 10% (SDS-
PAGE) (ANEXO 4) y se realizo la electroforesis a 200 V de@rdnhora en buffer de corrida
(ANEXO 4). En una de las calles del gel se sembré el maraclpeso moleculalFull-
range Amersham Rainbow Markque contiene proteinas en el rango de 12 a 225 kDa.
Luego de la electroforesis, las proteinas se transfiriarmembranas de nitrocelulosa a 100
V durante 1 hora en frio con buffer de transferencia (VBIEARO 4). Luego de la
transferencia, la membrana se cort6 a la altura dearlda de 52 kDa del marcador de peso
molecular de manera tal de separar las bandas de P450c21 y B-actina (esta ultima se utilizo
como control de carga) para incubarlas por separado coresusctivos anticuerpos. La
actina posee un peso molecular de 44 kDa y la P450c21 de 55 kDa

Luego de la transferencia y para la proteina P450c21, la meand®diioqued a 4°C en PBS-
tween 0,2% (Ver ANEXO 4) con 5% de leche descremada en pol?®$ durante 1 hora a
temperatura ambiente. Luego la membrana se incub6 todahHa act°C con una solucién
1/30000 de antisuero antihumano policlonal de P450c21 de conegggg&k col., 2011) en
la misma solucion de bloqueo. El antisuero anti P450CYP21 taufuargentiimente cedido
por el Dr. W. Miller, de la Universidad de San Francisca, Bancisco, California, USA, y
reconoce la region C-terminal de la proteina desde ebawiao 265 al 494.

Para laB-actina, la membrana se bloqued en la misma solucidriodeeo que se describid
anteriormente seguida por la incubacion con una diluti800 del anticuerpo de ratdon anti
B-actina (Santa Cruz) durante toda la noche a 4°C en W&S$1t0,2%. Como anticuerpos
secundarios se utilizaron anticuerpos anti-conejo 1/4000 (Veetn) o anti-raton 1/4000
(Santa Cruz) conjugados con peroxidasa disueltos en PB&een de caballo al 3%. Las

bandas inmunopositivas se detectaron utilizando luminol @5 acido cuméarico 0,198
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mM y peréxido de hidrogeno 0,038 % v/iv en buffer Tris-HCI 100 nil.andlisis
densitométrico de las bandas correspondientes se reafizél programa ImageGauge (Fuji
Photo Film Co., LTD, Altura Software Inc). Se analizaabmenos dos extractos diferentes
para cada mutante y para la secuencia salvaje y cada wlosd&ue procesado dos veces.
Los niveles de proteina de las diferentes construccba&®YP21A2 se expresaron como la
relacion entre CYP21A2 y B-actina teniendo en cuenta la actividad B-galactosidasa como
control de eficiencia de transfeccion. Para la cuaatifon, se restd la expresién proveniente

de las transfecciones con el vector sin insertocy.

11.3.2 ANALISIS DE MUTACIONES EN REGIONES NO CODIFICANTES

11.3.2.1. CONSTRUCCION DE UN MINIGEN PARA LOS ENSAYOS
FUNCIONALES

Para el estudio de la mutacion c.652-2A>G, se construyo migénicon un fragmento que
abarcaba desde el exdn 4 al exén 7 del@¢éR21A2nt 1006 al 1742), clonado en el vector
Psved EDV Hho bajo el promotor de a-globina e interrumpiendo el exén 3 del gen de a-
globina luego del nucleétido 24 de dicho exbigura 18).

Para tal fin, luego de la primera ronda de amplificacioeréifcial el gen, se realiz6 una PCR
anidada a partir del fragmento 3" para amplificar el fragma ser clonado en el vector. Se
disefiaron cebadores que apareaban en el exén 4 y emrel7exsentido y antisentido
respectivamente, que contenian ademas la secuencia codseosde para la enzima de

restriccion BstEIll (Ex6n4-BstEll y Exon7-BstEabla 1).
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Figura 18: Esquema representativo del vector Psved EVD Hho
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a-gb: a-globina. Gb el, Gb e2 y Gb e3: Exones2 y 3 de a-
globina. El minigé fue clonado bajo el promotor de a-globina,
interrumpiendo el ex6n 3 del gen de a-globina. El sitio de corte se
muestra recuadrado.

Reaccion de amplificacion de la PCR anidada del exon 4 al exon 7

Condiciones por tubo:

HoO. oo, csp 2b
Buffer 10X................... 2,bl (conc. final 1X).
MgCl, 50mM............... il (conc. final 2mM)

Cebadores 20 pM......... 0Mix 2 (conc. final de cada uno 0,32uM)
dNTPs 10mM............... 0,4 (conc. final 0,2 mM)

Taq DNA pol 5U/ul......0,1%l (conc. final 0,03 U/ul)

El producto de amplificacién se cheque6 en gel de agarosa |I1#m&fio del fragmento

egerado era de 757 pb.

86



Melisa Taboas Capitulo IlI- Materiales y Métodos

Digestion con BstEll

El producto amplificado y el plasmido Psved EDV Hho se digingoor separado con la
enzima de restriccion BstEIl durante 2 horas a 60°C.

Condiciones de la digestion (por tubo de reaccion):

H20...............csp..100 pl

Buffer 10X........... 1Qul (conc. final 1X)

Enzima 10U/pl......3d (conc. final 0,3U/ul)

El producto de digestion se chequesd en gel de agarosa 2% tenidwamuro de etidio,

luego se purificd y cuantifico como se menciono endaiéae 11.1.3.3 de este capitulo.

Adicion de grupo fosfato en el vector Psved EDV Hho

Para evitar que el vector digeridorsdigue, se realizo la adicion de grupo fosfato al mismo
utilizando para ello la enzima fosfatasa alcalina (SAP).

Condiciones por tubo de reaccion:

Buffer 10X......... 2ul (conc. final 1x)

Vector digerido....17ul

SAP 1U/ul.......... Iul (conc. final 0,05U/ul)

Se incubd 1 hora a 37°C y luego 15 minutos a 80°C.

Reaccion de ligacion
Se realizo la reaccion de ligacion con el inserto digef@woximadamente 800 pb) y el
vector (5000 pb) digerido y tratado con fosfatasa. Se aitilina relacion de masa

vector:inserto 1:1 (800/5000=0,1% ng de vector y 12 ng de inserto).

Bufer 10X........1ul (conc. final 1X)
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Ligasa 3U/ul.....3ul (conc. final 0,9U/pul)

ATP 10mM......1ul (conc. final 1 mM)

Plasmido.........X pl (75 ng)

Inserto........... X ul (12 ng)

Se incubd a 37°C durante 3 horas.

Con el producto de la ligacion se transformaron bacté&riali DH5a competentes que se
obtuvieron de acuerdo al protocolo que se detalla mas abajo.

El protocolo de transformacion de las bacterias commetnesencialmente igual al que se
describié en la seccion 11.3.1.1 de este capitulo, codife&xencia que las bacterias ya
transformadas se crecieron en placas de LB-agar doeciténa 10pg/ml. Luego se
realizaron mini-preps con el Kiurelink quick plasmid miniprep kitle Invitrogen.

Los plasmidos obtenidos se enviaron a secuenciar paracaerdi el inserto clonado
correspondia a la secuencia del alelo salvaje o al ebel la mutacion ¢.652-2A>G. Para tal
fin se utilizaron los cebadores AlfaGli}/pSVcDNA, que se ubican sobre el exon 2 y 3 del
gen de a-globina, respectivament&dbla 1). Dichos plasmidos fueron utilizados luego para

ensayos de transfeccion (seccion 11.3.2.2.).

Preparacion de bacterias competentes

A partir de un stock de bacterias competentes guardadasta séQ®alizo un cultivo liquido

en 2 ml de LB liquido (Ver ANEXO 4) y se incubd toda la nocl&/®C. Al otro dia, se

sembraron 100 ul en una placa de LB agar (Ver ANEXO 4). 8bdna placa durante 16-20
horas a 37°C. Luego, se picO una Unica colonia bacterianam(i@3le diametro) y se

transfirié la colonia en 25 ml de LB liquido en un matra28@ ml. Se incubd el cultivo

durante 6-8 horas a 37°C con agitacion vigorosa (250-300 rpamscdurrido ese tiempo, se

utilizé ese cultivo iniciador para inocular tres matsade 1 litro, que contenian 250 ml de
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LB cada uno. Al primer matraz se le agregé 10 ml de cuitiiciador, al segundo 4 ml y a
tercero 2 ml. Se incubaron los tres frascos durante todlaclee a 18-22 °© C con agitacion
moderada.

A la mafiana siguiente, se midié la densidad éptica (O8Q0anm de los tres cultivos. Se
continué controlando la OD cada 45 minutos. Cuando la OD600 dederos cultivos
alcanz6 0,55, se transfirio6 el matraz a hielo durante futos. Los otros cultivos se
desecharon.

Se centrifugaron las células a 2500g durante 10 minutos a 8¢ @&scartd el sobrenadante
de manera que no quede ni una gota de medio en las paredasatel &e resuspendieron las
células suavemente por agitacion en 80 ml de buffer dsfdramcion (ver ANEXO %
erfriado con hielo. Se centrifugaron las células a 2500g durbhteninutos a 4°C. Se
descarto el sobrenadante y se dejo secar el pellet d@ramteitos.

Se resuspendieron las células suavemente en 20 mifige e transformacion enfriado.
Se agregaron 1,5 ml de DMSO. Se mezcld la suspensionigaatgrse dejo en hielo 10

minutos. Transcurrido ese tiempo, se alicuoté la suspeosiorapidez y se congeld.

11.3.2.2. TRANSFECCION DE CELULAS HEK-293, HELA E Y-1

Los plasmidos que contenian el fragmento correspondaiatielo con la secuencia salvaje
en el intréon 5 asi como aquellos que contenian el Eagmtorrespondiente al alelo mutado
se transfectaron por separado en células HEK-293 (AT@RL-1573") HeLa (ATCC
CCL-2™) e Y-1(ATCC CCL-79™).

Las 3 lineas celulares se crecieron en frascos T78semedios correspondientes (HEK-293:
DMEM alta glucosa con piruvato; HeLa: DMEM alta gluco¥al: HAM-F10) en estufa a
37°C con 5% de COCuando las células estaban a un 80-90% de confluencreudmion
con tripsinaEDTA 1X (Invitrogen) durante 2 minutos a 37°C. La reacciombibid por el
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agregado de 2 ml de SFB. Las células se transfirieron tahontipo Falcon de 15 ml, se
centrifugaron a 1000 rpm y se resuspendieron en medioltd@® cu

Para las células HEK-293 y Hela, se sembraron aproximadar@entl$ células en una
placa de 12 pocillos que contenia medio DMEM con alta gluflos@rogen), con o sin
piruvato respectivamente, suplementado con suero lbetaho (Natocor) al 10% vy los
antibiéticos penicilina-estreptomicina a 10 mg/l. Después de 2 hios cultivos de células
se transfectaron con 2 pg de ADN (200 ng de la construcciéhrgsto del plasmido
pBlueScript, que fue usado como vehiguloilizando 3 ul Lipofectamine (Invitrogen) por
pocillo. Las células transfectadas se recogieron 48 kesgmiés de la transfeccion.

Para las células Y-1, se sembraron aproximadamentd® &élulas en una placa de 24
pocillos que contenia medio HAM-F10 suplementado con 2.5%ete fetal bovino, 12,5%
de suero de caballo (BD) y los antibioticos de penicilinaepimicina a 10 mg/l. Después
de 48 horas, los cultivos fueron transfectados con Fugeng&rliisfection (Roche) en una
relacion 2ul/ug de ADN (200 ng del minigen y el resto del plasmido pBlueSayip, fue
usado como vehiculo). Las células transfectadas sajieeon 48 horas después de la

transfeccion.

11.3.2.3 EXTRACCION DE ARN

Luego de 48 horas con la mezcla de trasnfeccion, se elehimgdio de los pocillos de la
placa y se agregaron 200 ul de Trizol (Molecular Rebe@emnter). Se dejé actuar 5 minutos
a temperatura ambiente. Se homogenizé y dicho homogenatolos® en un eppendorf
limpio al que se le agregaron 30 pl de cloroformo. Se Weahatante 15 segundos y se
incubé 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12.000gedliBaminutos a
4°C. Se extrajo la fase acuosa, se transfiri6 a ua liofpio y se le agregaron 75 ul de

isopropanol 100%. Se dej6 actuar 10 minutos a temperatura @b centrifugé 10
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minutos para que precipite el ARN, se eliminé el sobrenageaattpellet se le agregaron 150
pl de etanol 70%. Se centrifug6é a 7500g durante 5 minutos. Ssedajdel pellet durante 10
minutos a temperatura ambiente y se resuspendié en 50 glia@estilada libre de RNAsa,

Se incubd a -80°C durante 10 minutos y luego a 60°C durante 1(®minas.

[11.3.2.4. RT-PCR
Para obtener el ADNc a partir del ARN, se prepararonZla®de reaccion en paralelo:
Mezcla 1: Condiciones por tubo

Oligo dT 50ng/pul........ Iul (conc. final 2,5 ng/ul)

dNTPs 10Mm......... Iul (conc. final 0,5mM)
ARN............oon . Xul (2 pg)
HO.ooooooii, csp 8ul

Se incubd la mezcla 1 durante 5 minutos a 65°C.
Mezcla 2: Condiciones por tubo

Buffer 5X......coooiiiiii 4ul (conc. final 1X)
Ditiotreitol (DTT) 100Mm.......... 2ul (conc. final 10mM)
Enzima MMLV-RT*100U/pl.......1ul (conc. final 5U/ul)

RNAsa OUT 40U/ul............... 1ul (conc. final 2U/pl)

Se mezclaron las preparaciones 1 y 2 (volumen finall29 e incubaron 1 hora a 37°C y

luego 10 minutos a 75°C.

* Transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina Mpldnetrogen).

5 Inhibidor de ribonucleasas.
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El ADNc se amplific6 por PCR usando cebadores que aparesibas zonas de empalme entre el
inserto deCYP21A2y el vector de clonado. Los cebadores utilizados fueron CDNADNAR
(Tabla 1).

Condicién por tubo:

HoO. oo 16l
Buffer 10X.................. 2,8l (conc. final 1X)
MgCl, 50mM............... il (conc. final 2mM)

Cebadores 20 pM......... 0dix 2 (conc. final de cada uno 0,32uM)
dNTPs 10mM............... 0,4 (conc. final 0,2mM)
Taq DNA pol 5U/ul.....0,1%l (conc. final 0,03U/ul)

[a**P]dCTP............. 0,5 UCi

Condiciones del ciclado:

a) Desnaturalizacion: 9€ 40

b) 94°C 45~ )
68°C 30 - 30 ciclos
72°C 17

_/
c) Extension: 72C 77

El producto de PCR se visualizO en un gel de poliacrilamida 6% yeseld por
autorradiografia con soluciones comerciales de Kod#dical x-ray, Fixer y developgr
Para el producto del minigén que hubiera sufridepliting normal, se esperaba un tamafo
aproximado de 419 pb. El tamafo estimado para el fragmemidieaio sinsplicingera de

773 pb.
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Una alicuota del producto de una PCR no radioactiva de cadaeifos minigenes que
contienen el fragmento procesado proveniente del afeitado o del alelo salvaje, fue
enviada al servicio de secuenciacion. Para la secuentigeidutilizaron los cebadores
CDNAF y CDNAR (Tabla 1).

Esta parte del proyecto fue realizada en colaboracionacdiic. Luciana Gémez Acufia,

becaria del Dr. Alberto Kornblihtt, DFBMC-IFIBYNE, FCEN, UBAGONICET.

OBJETIVO 4: Correlacionar el genotipo hallado en los pacientes con el feripb que

exhiben

l.4.1. ANALISIS DE PARAMETROS FENOTIPICOS EN PACIENTES NO
CLASICOS Y SU CORRELACION CON EL GENOTIPO

A diferencia de lo que sucede con los pacientes que predarf@nde la deficiencia de 21
hidroxilasa, en los pacientes FNC es muy comun no llegstablecer un genotipo con las
dos mutaciones del ge@YP21A2que determinen que el paciente es efectivamente un
individuo afectado de HSC. Por este motivo, para los pasiete la FNC que fueron
estudiados en nuestro laboratorio se decidié correlados&alores hormonales y la edad de
aparicion de la sintomatologia con el genotipo hallado.

Se incluyeron 271 pacientes FNC del periodo comprendido 1998 al 20t2mp#éan con
los criterios de inclusion y exclusion mencionados leapartadoll.1.1.1 de este capitulo.
Para esta parte del trabajo se excluyeron 3 pacidagBoados con genotipos inciertos (por
ejemplo si no se podia determinar si eran homocigotes yr@a mutacion leve o bien
hemicigotas) y aquellos pacientes cripticos por no posieematologia. Los pacientes
incluidos se consignan en el ANEXO 3. El estudio de las 10ciouts mas frecuentes del

gen CYP21A2y de deleciones, conversiones y duplicaciones se redéizdcuerdo a lo
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consignado en el apartado 1111.3.2 de este capitulo. s tod casos en que fue posible, se
estudiaron muestras de los padres de los pacientes. Pallasapaeientes en que no se
contaba con los ADNs parentales, a excepcion de aqqgekoposeian mutaciones noveles, y
en caso de poseer 2 mutaciones, se asumio que las mesuolgisaban etmans En el caso
de los pacientes con mutaciones noveles, y en caso dentar con las muestras de los
padres, de ser posible se realizaron PCRs alelo espggiéica determinar si las mutaciones
se encontraban en el mismo alelo o en alelos sepaiaursado 1111.3.7. de este capitulo).
Los pacientes fueron agrupados de acuerdo a su genotipo en:

1- Mutacion leve en ambos alelos (L/L).

2- Mutacion leve en un alelo y severa en otro (L/S).

3- Mutacion leve en un alelo y ninguna en el otro (L/N).

4- Mutacion severa en un alelo y ninguna en el otro (S/N).

5- Sin mutacién en ambos alelos (N/N).

Para cada grupo se consignaron los valores hormonalég-@+P basal y post ACTH,
DHEA-S, T y A. Todos los valores hormonales se gmaion en ng/ml. Por otro lado, se
consignd para cada paciente la edad de aparicion dedmatotogia.

Asimismo, 121 pacientes (ver ANEXO 3) se agruparon en interdel@suerdo a los valores
de 17-OHP post ACTH que presentaban. Los intervalos fueron:

17-OHP post ACTH >10ng/ml <12,5ng/ml

17-OHP post ACTH >12,5 ng/ml <17 ng/ml

17-OHP post ACTH >17 ng/ml <20 ng/ml

17-OHP post ACTH >20 ng/ml

Para cada grupo, se consigné la cantidad de pacientes aqienpasbos alelos mutados, o

bien 1 o ninguno.
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Analisis estadisticos
Todos los datos se analizaron por el test de Kruskal-Wsdligiido del Test de Dunns
mediante el programa GraphPad Prism 6® considerd una diferencia significativa a una

p<0.05.

lI.4.2. CORRELACION ENTRE EL FENOTIPO OBSERVADO Y EL ESPERADO

DE ACUERDO AL GENOTIPO HALLADO PARA LOS PACIENTES CLASICOS Y

NO CLASICOS DE NUESTRA COHORTE

Con el fin de establecer los fenotipos que presentabgmatentes de acuerdo al genotipo
hallado, se incluyeron 98 pacientes con la FC y 209 de los®@via FNC. Los criterios de
inclusion y exclusion para cada paciente son iguales a laladets en el apartado 111.1.1.1,
pero para esta parte del trabajo se excluyeron losmp@sigque habiendo sido diagnosticados
como HSC por déficit de 21-hidroxilasa no poseian los 2 ateldados, aquellos pacientes
clasificados con genotipos inciertos (3 FNC y 3 FC) y agseifue tuvieran mas de 2
mutaciones en los cuales no se pudiera determinar en quénedoria se hallan las mismas
y los pacientes cripticos por ausencia de sintomatoldfea cada genotipo hallado, se

considerd cuantos pacientes presentaban la FNC, VS o PS.
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Como se consignd anteriormenten un trabajo previo de nuestro grupo se estimo la
frecuencia de las 10 mutaciones mas frecuentes del genaagued derivan del pseudogén,
en pacientes afectados por deficiencia de 21-hidroxilasaieltra poblacion (Daiet al,
2002)

Para los pacientes en los que restaba determinar al mnedslo, en este trabajo de tesis nos
propusimos en una primera etapa realizar la busqueda de anetacnenos frecuentes o

noveles en la regién codificante del gg¥iP21A2y en la regién promotora basal del mismo.

OBJETIVO 1: Analizar las regiones codificantes, intronicas y promotoras basales Ide
gen CYP21A2 en pacientes con deficiencia de 21-hidroxilasa en los questaba

determinar al menos un alelo

Para esta parte del estudio se incluyeron 87 pacientes (&5Fdey 72 FNC, ANEXO 1)
con diagnéstico de HSC por déficit de 21-hidroxilasa. De logsatientes de la F@ (60%

eran de la forma perdedora de sal y 84}@e la forma virilizantesimple (Figura 19).

Figura 19: Pacientes incluidos para su secuenciacion

OPS BVS ONC

PS: Perdedor de sal; VS: Virilizante simple; NC: No clésic

Luego del estudio de las 10 mutaciones mas frecuentes, erndsb8fepacientes (14 FC y 41
FNC) se habia identificado la mutacion en sélo un alelentmrds que los 32 pacientes

restantes no poseian mutaciones en ninguno de sus 2 alelBsy 31 FNC). En las muestras
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de ADN de estos 87 pacientes, se analizé mediante seai@nahgenCYP21AZ%n toda su

extension, asi como su region promotora.

IV.1.1. SECUENCIACION DEL GEN CYP21A2

Con el fin de secuenciar el gen y su region promotoraga&d una primera ronda de
amplificacién diferencial del gen en 2 fragmentos sadais. Cada uno de estos fragmentos
se utilizé en una segunda ronda de amplificacion para@blefragmentos, 2 de cada uno de
los templados iniciales. Los 4 fragmentos amplificadosefam ademas regiones que se
superponian y se secuenciaron tanto en orientacidmi@estimo antisentido (Materiales y
Métodos, apartado 111.1.3).1

El analisis por secuenciacion demostro la presencia de utaciones raras 0 Menos
frecuentes previamente descriptas por otros autores en htpaq8 PS, 5 VS y 8 FNC)
Asimismo, se hallaron 10 variantes de secuencias que na fdesoriptas con anterioridad
en 12 pacientes (2 PS, 1 VSy 9 FNC).

La Figura 20 muestra los electroferogramas representativos dé2asutaciones menos
frecuentes halladas en los pacientes de nuestra cobarf@abla 5 resume la cantidad de
alelos en los cuales se hallaron estas mutacionesprasi con qué forma de presentacion de
la patologia se relacionaria dicho alelo de acuendoaatividad residual (AR) de la enzima

mutante segun la bibliografia.
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Figura

20: Electroferogramas representativos de las 12 mutacione®gp frecuentes halladas en

nuestros pacientes
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600 610 1240 1250
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CfGC-\GCCCCGGGGGJ\ GGGG

300 850 860
ETG E6CLCTGCGGCCCEGT TEGT G GCTGCAGC CCCAGGGGATGGGG

6%0 0 80 %0
TGCG6G6TGCCCOECCHETGETGCCTG CCECCATCCCC GGG GGTTGCA

A: 9.1A>G (p.M1V); B: ¢g.185A>T (p.H62L); C: ¢g.2012A>G (p.D322G);D: g.2069G>T
(p.R341P);E: 9.2104G>A (p.R356Q)F: g.2501G>A (p.R426H)G: 9.2554C>T (p.R444*)H:
0.2660G>T (p.R479L)]: g.2668C>T (p.P482S)J): g.2671T>C (p.R483W)K: ¢.2672G>A
(p.R483Q);L: g.2672delG (p.R483fs). Las flechas sefialan el cambio haladada caso. Las
mutaciones ¢g.1A>G (p.M1V), g.2660G>T (p.R479L) y g.2668C>T (p.P482S) se absenv
homocigosis en los electroferogramas respectivos (Al)ldado que los pacientes 374, 233 y 586
(ver ANEXO 1) poseian la mutacion Del 8pb (p.G110_Y112delfs) eteld homologo que no
amplifica al obtener el fragmento diferencial 3* del gen.
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Tabla 5: Cantidad de alelos con mutaciones raras o poco frecuentes lalbs y forma clinica

para la cual codificarian.

MUTACION | aiNoAcibico | | HALLADOS . | _ALELO. REFERENCIAS

0.1A>G p. M1V 1 PS Tardy, 2007
0.185A>T p. H62L 1 NC Ezquieta y col., 2002b
0.2012A>G p.D322G 1 NC Loidi y col., 2006
0.2069G>T p.R341P 3 PS Barbaro y col., 2006
0.2104G>A p.R356Q 1 VS Lajic y col., 1997
9.2501G>A p.R426H 2 VS Ba“mga”gggfarzer y col,
g.2554C>T p.R444* 4 PS Loidi y col., 2006
0.2660G>T p.R479L 1 NC Zeng y col., 2004
0.2668C>T p.P482S 3 NC Balsamo y col., 2000
0.2671T>C p.R483W 1 PS Kharrat y col.,2004
0.2672G>A p.R483Q 1 VS Stikkelbroeck y col., 2003
0.2672delG p.R483fs 3 PS White y col., 1994

TOTAL ALELOS 22

PS: Perdedor de sal; VS: Virilizante simple; NC: No clasic

Por otro lado, de las 10 variantes de secuencia no desgriptéemente en la literatura, 6 se
situaban en la regidén codificante, 2 en la zona promagta2aen intrones. La&igura 21
muestra electroferogramas representativos de las tegiaalladas yal Tabla 6 resume la
cantidad de alelos en los que se hallaron cada una deskass, asi como la manifestacion

clinica de los pacientes.
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Figura 21: Electroferogramas y ensayos de restriccion represetivos de las variantes noveles
halladas en los pacientes de nuestra cohorte
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Figura 21, continuacion
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Del lado izquierdo se presentan electroferogramas repregesitde cada una de las mutaciones. Las
flechas sefalan el cambio hallado en cada.cBsb lado derecho se muestran electroforesis
representativm de geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio (A,,B,yGJ) o geles de
poliacrilamida tefiidos con nitrato plata (C, D, E, F y Hlakediferentes mutaciones ensayadas por
PCR y digeridas con enzimas de restriccidx. g.782C>T (p.R132C)B: g.940C>T (p.R149C):
0.1695A>G (p.M283V); D: 0.2515G>A (p.E431K); E: ¢.2511 2512delGG (p.L429fs)F:
0.2620_2621insC (p.H466fs: g.1329A>G (.652-2A>G)H: g.2202G>A (¢.1116-34G>A): g.-
195T>C; J: g.-283 _-284insG. C: Controles; P: Pacientes con cadadenks mutaciones; M:
Marcador de peso molecular de 50pb: C S/ER: Muestra contrehgima de restriccion. Nétese que
la paciente con la variante g.-283_-284insG (J), presenta la raishr@amocigosis.
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Tabla 6: Variantes noveles halladas en la muestra de 87 pacientes afectados deficiencia de

21-hidroxilasa.

O | oA | o
0.782C>T Exén 3 p.R132C 1 NC
0.940C>T Exon 4 p.R149C 1 NC
0.1695A>G Exén 7 p.M283V 3 NC
0.2515G>A Exén 10 p.E431K 1 NC
9.1329A>G | Sttio a?ﬁtfgaogp"c'”g C.652-2A>G 1 VS
0.2202G>A Intrén 8 €.1116-34G>A 2 NC
0.2511_2512delG( Exén 10 p.L429fs 1 PS
0.2620_2621insC Exon 10 p.H466fs 1 PS
g.-195T>C Region Promotora -- 1 NC
0.-283_-284insG*| Region Promotora -- 2 NC
TOTAL DE ALELOS 13*

PS: Perdedor de sal; VS: Virilizante simple; NC: Noiclas*: La variantey.-283_284insG se hall en un Unico
paciente pero en homocigosis, por tal motivo figuran 2&l&l su vez, la misma paciente presenta la variante
g.-195T>C, por eso la sumatoria total de alelos es 131yinbos datos clinicos de dicha paciente, asi como
los valores hormonales se detallan en el ANEXO 2.

IV.1.2. BUSQUEDA DE LAS VARIANTES NOVELES EN INDIVIDUOS DE LA
POBLACION GENERAL

A los efectos de determinar si las variantes noveddmdas se correspondian 0 no con
cambios frecuentes del gen (potenciales polimorfismosgnakzaron muestras de ADN de
50 individuos de la poblacién general (100 cromosomas).

Para esta parte del trabajo, luego de la primera ronda pldicecion diferencial del gen, la
region de interés en la que se ubicaba cada una darlastes se amplific6 por PCR. Los
productos obtenidos se digirieron con diferentes enzimasstiiccion como se detalld en el
capitulo de Materiales y Métodos (apartado 11l.1.3&4Yamafo de los fragmentos esperados
luego de la digestidn enzimatica tanto para los alelegajealcomo los mutados se resumen

en laTabla 3 de Materiales y Métodos (apartado 111.1.3.4.).
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En la Figura 21 se muestran electroforesis en geles representativalesdessultados
obtenidos. En todos los casos se incluy6 también la mukstpaciente en la que se hallo la
mutacion.

Nuestros resultados sefialaron que ningun individuo de la pimblgeneral presentaba las
variantes de las regiones codificantes ni intronipaR132C, p.R149C, p.M283V, p.E431K,
p.L429fs, p.H466fs, c.652-2A>G y ¢.1116-34G>Rigura 21, A-H). Sin embargo, se
hallaron individuos de la poblacion general que presentamrvdriantes de la region
promotora. La variante g.-195T>C se hallé en 3 de losd0iduos analizados; uno de ellos
presentaba la variante en homocigosis (call&igura 21 I). Por otro lado, en 3 de 30
individuos analizados (2 de ellos se muestran en las @ajlésde laFigura 21, J) se hallo la
variante g.-283_284insG

Teniendo en cuenta estos resultados, las 6 variantes eseduencias codificantes y las 2
variantes que se ubicaban en intrones fuesompriori consideradas mutaciones cuyas
implicancias en la patologia deberian ser analizadas.s®Pqguarte, las 2 variantes del
promotor fueron consideradas, a los efectos de esta tesi®) polimorfismos y no se

prosiguié con el estudio de las mismas.

IV.1.3. GENOTIPO, CARACTERISTICAS CLINICAS Y BIOQUIMICAS DE LOS

PACIENTES CON MUTACIONES NOVELES

La Tabla 7 resume el fenotipo, genotipo y valores hormonales dgdoigntes Clasicos y No

Clasicos en los que se hallaron las variantes novelesderadaa priori como mutaciones.
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Tabla 7: Genotipo, fenotipo y valores hormonales de los paciestgue poseen las mutaciones
noveles halladas

17-OHP 17-OHP
PACIENTE SEXO FENOTIPO GENOTIPO BASAL POST ACTH A T DHEA-S
202 F NC 0.R1320N 36 34 | ND|ND| ND
144 F NC | p.V28lLp.R149C | 4 34 | 52| 05| 2860
0.M283V/C.283-
11 F NC ooy ND 19 |63]| 14| 1600
327 F NC p.M283VIN 93 ND | ND |ND| 640
664 F NC p.M283V/5 20 ND |ND|[ND| ND
macroconv
DV281Lp.E431K, 02
149 F NC LT 16 ND |09 | %2 220
142 F PS | pli72Np.La2ofs | 1P ND 142’ 1216 1802
c.283-
266 M PS | 13A/C>G.p.Q318%| 6,6 ND | ND|ND| ND
p.H466fS
28 = VS P.RA83QE.652- | 44, ND | 25 | 32| 1100
2A>G
269 F NC C.1116-34G>AN | 66 ND | 46| ND| ND
524 = NC C111634GoAN | 6.8 477 |ND|ND| ND

Las mutaciones noveles halladas se muestran en négrtaalores hormonales se expresan en ng/ml. NC: No
clasico; PS: Perdedor de sal; VS: Virilizante simple; Alelo normal sin mutacién; 5 macroconv:
5'macroconversion (p.P30L, ¢.283-13A/C>G y Del 8pb (p.G110 Y112deN¥): No determinadd: Este
paciente posee uno de sus alelos con el gen duplicado, panttoposee 3 copias del misnmen Valores
hormonales con tratamiento.

IV.1.3.1 MUTACIONES EN REGIONES CODIFICANTES

MUTACION p.R132C:

La mutacion g.782C>T, p.R132C, se hallé en una paciente opmogiaco de deficiencia de
21-hidroxilas FNC (Paciente 402). Los valores hormonales gmdiente se detallan en la
Tabla 7 y los datos clinicos de relevancia se detallan en el ANEX@ pesar de poseer
criterios de inclusibn compatibles, no se detectd la presale ninguna otra mutacion

adicional en el ge@YP21A2en esta paciente.
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MUTACION p.R149C:

La mutacion g.940C>T, p.R149C, se hallé6 en una paciente de la(Faente 144) en
heterocigosis compuesta con la mutacion p.V281L. Los valmmesonales de la paciente se
detallan en |&@abla 7 y los datos clinicos de relevancia se detallan en e NE.

A los efectos de determinar si las mutaciones halladescntraban ettansy dado que no
se contaba con muestras de ADN de los padres, se realiPERs alelo especificas
utilizando los cebadores LD7 y Val-mut o Val-wt como se tfetal la seccion Materiales y

Métodos (apartado 111.1.3.1). lEgura 22 muestra los resultados obtenidos.

Figura 22: Electroforesis en gel de agarosa y electroferogramas represativos de las PCRs de

la secuenciacion alelo especificas para la paciente ¢amutacioén p.R149C.

A

981pbh —=

'\ - f\ — J I
I / \,»\7 VAVAVAVAVAYAVAY; W/ L VATAVAVATA! m/\ﬁ; N AVAVAVAVAVAVAVAVRVAVAAVAVAVAVAY

T G ¢ G C AT ¢ ¢ T'0 X ALCTY C G ¢ A6 'CATICA C TG FACHE T C

A: Electroforesis representativa de la PCR alelo espedfican gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio. Calles 1-5: Fragmentos angalifs con los cebadores LD7
y Val-mut; 1: Paciente p.V281L/p.V281L; 2: Individuo N/N (N: Notin&: Paciente 144.

4: Paciente 552 utilizado como control de mutacionesrams 5: Blanco de reaccion.
Calles 6-10: Fragmentos amplificados con los cebadores yD/al-wt; 6: Paciente
p.V281L/p.V281L; 7: Individuo N/N; 8: Paciente 144: 9: Paciente 5%%ado como
control de mutaciones en trans; 10: Blanco de reachiéMarcador de peso molecular de
250ph.B: Electroferograma representativo del ADN de la pacigédateamplificado con el
cebador LD7 y ¥l- mut, donde se aprecia el triplete CGC (subrayado) que eogdia el
residuo aminoacidico RC: Electroferograma representativo del ADN de la paciente 144
amplificado con el cebador LD7 yaV/ wt, donde se aprecia el triplete TGC (subrayado)
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gue codifica para el residuo aminoacidico C. Las flechaganda presencia de la
secuencia salvaje C o mutada T, respectivamént&lectroferograma representativo del
ADN del paciente 552 amplificado con el cebador LD7 gl- Vnut, donde se aprecia el
triplete ATC (subrayado) que codifica para el residuo amidaacl. E: Electroferograma
representativo del ADN del paciente 552 amplificado careleddor LD7 y ¥l. wt, donde
se aprecia el triplete AAC (subrayado) que codifica parasiluo aminoacidico N. Las
flechas indican la presencia de la secuencia salvajmiitada A, respectivamente.

Cuando el ADN de la paciente se amplific6 con el ceba@at ¢entido (que se ubica en la
region especifica para el gen en el exdn 8)cgbador antisentido Val-mut que se aparea con
el alelo 281Leu (mutado con p.V281L), el producto resultantéecena la variante g.940C
gue codifica para el aminoacido R salvaje (triplete C&@ura 22B). En forma inversa,
cuando se utilizé el cebador antisentido Val-wt que apanedacwariante 281Val (salvaje
sin la mutacion p.V281L), el producto resultante contienead@ante g.940T que codifica
para el aminoacido C mutado (triplete TGEgura 22C). Mediante este analisis se
determing, por lo tanto, que ambas mutaciones se encanten alelos diferentes. Como
control de la reaccion se utilizé el ADN de la pacieBE2 que posee las mutaciones
p.V281L/p.I1172N erirans (la presencia etrtansde estas mutaciones fue confirmada a partir
del estudio de los ADNs parentales de esta paciente)a Eiglira 22D se muestra el
electroferograma de la secuenciacion del fragmento anapldicle la paciente 552 con los
cebadores LD7 y Val-mut, donde se aprecia la presencigpleld ATC que codifica para el
aminodacido Isoleucina (alelo salvaje). Por otro lado,lerrigura 22E se muestra el
electroferograma de la secuenciacion del fragmento acapld con los cebadores LD7 y
Val-wt, donde se observa la presencia del triplete AAC acpdifica para el aminoacido

Asparragina (alelo mutado).

MUTACION p.M283V:
La mutacion g.1695A>G (p.M283V) en el exdn 7 del @afP21A2se detectd en uno de los

alelos en 3 pacientes afectadas de la FNC de la enfanfedeentes 11, 327 y 664). El
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genotipo de las 3 pacientes se consigna éralda 7 asi como los valores hormonales de
cada una de ellas. Los datos clinicos de relevancia stadetalel ANEXO 2.

Para la paciente 11, no se contaba con muestras de ADBsdeadlres. Sin embargo,
tampoco fue posible realizar PCRs alelos especificasdeeaminar la segregacion de las
mutaciones dado que por la metodologia utilizada para lafaagibn diferencial de gen,
ambas variantes se encontraban en diferentes fragsnele amplificacion: la mutacion
€.283-13A/C>G en el fragmento 5" y la p.M283V en el 3". E®e e€aso, por lo tanto, se
asumio la presencia de las 2 mutaciones en difereetes.al

En la paciente 327, y a pesar de poseer criterios desitilcompatibles, la mutacion
p.M283V fue la Gnica mutacion hallada.

Para la paciente 664 tampoco se contaba con muestras dedADd& padres, pero la
presencia de ambas mutacionestems se dedujo teniendo en cuenta la estrategia de
amplificacion diferencial del gen ya que el alelo hormdlopresentaba una 5°
macroconversion (que incluye a la mutacion p.G110_Y1l12delfg)elkddor que se utilizo
para amplificar diferencialmente élagmento 3’ se ubica en la region que contiene la
secuencia salvaje correspondiente a la delecion de(Bpb110 Y112delfs) (Materiales y
Métodos apartado 111.1.3.3). Cuando un alelo posee estaignitao se obtiene producto que
lo incluya, pero si se obtiene producto a partir del delmdlogo que no la posee. Si el alelo
homdlogo posee mutacién/es, la/s misma/s se observaniaiparente homocigosis. Por otro
lado, si el alelo que posee la delecion de 8pb (p.G110_Y1ll12dsitsivimya otra mutacion
en cis en el fragmento 3°, la misma no se detectaria. Por otro lado, la mutacion
p.G110_Y112delfs (o cualquiera que estuvieraisiacia el 5°de la misma), se observa en
heterocigosis cuando se amplifica el fragmento F2 ar pdeti fragmento 5 inicial (ver

Materiales y Métodos apartado 111.1.3.3). En este cpeo,lo tanto, los datos obtenidos
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fueron coincidentes con la presencia de ambas muta@ortesns ya que la p.M283V se
observé en homocigosis en el electroferograma y la p.G110_Mid 2xte heterocigosis

(Figura 23).

Figura 23: Electroferogramas representativos de las mutacionesladas en la paciente 664
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A la izquierda se muestra la mutacién p.M283V en homocigbaidlecha sefiala el nucleétido G que

genera el triplete GTG (que codifica para el aminoacidorMugar de la secuencia salvaje ATG (que
codifica para el aminoacido M). A la derecha se obsehworrimiento de la secuencia (se observan
dobles pico a partir de un punto determinado del electroferajraomo consecuencia de la del 8pb
(p.G110_Y112delfs). En este caso, se muestra el fragmento cecleecon el cebador antisentido.

Teniendo en cuenta que la mutacion p.M283V se encontro erieéhi@s de nuestra cohagrte
quisimos verificar si la misma era producto de un efectoaiod Para tal fin se realiz6 la
tipificacion delHLA por la metodologia detallada en la seccion de Matsria Métodos
(apartado 111.1.3.6).

Al comparar la pacientes 327 con la paciente 11, los ressltadicarian que las mutaciones
se produjeron por eventos independientes. Sin embargomalacar las pacientes 11 y 664
entre si, se observé que las pacientes compartiatoldelHLA-B y otro deHLA-DR (el 44

y 04 respectivamente). Lo mismo ocurre al comparar lagemas 327 y 664, ya que
comparten el alelo 49 délLA-B (Tabla 8). Estos resultados sugeririan que es posible que
esta variante se encuentre en desequilibrio de ligamiemalguna de los haplotipos de
HLA. Sin embargo, no poseemos informacion si algunas de dé&enpes estan emparentadas

entre si.
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Tabla 8: Resultados del andlisis delLA para 3 pacientes que poseen la mutacion p.M283V

HLA-A HLA-B HLA-DR
Paciente 11 29-26 3544 1504
Paciente 327| 03-33 4915 03-x
Paciente 664| 01-02 44-49 04-11

Los alelos compartidos entre las pacientes se muestiraegeta y subrayados.

MUTACION p.E431K:

La mutacioén g.2515A>G, p.E431K, se detectd en uno de los aleldsteioninados de una
paciente afectada con la FNC de la enfermedad (Paciente Adénas, se halld que la
paciente presentaba la mutacion p.V281L y la mutacion poaueinée ya descripta
p.D322G. Los valores hormonales de la paciente se detall@Tabla 7 y los datos clinicos
de relevancia se detallan en el ANEXO 2.

A los efectos de determinar como segregaban las mutacimes si, y dado que no se
contaba con los ADNs de los padres, en este casoatizaren también PCRs alelo
especificas como se detallé en la seccion Materialeétgdds (apartado 111.1.3.5). Para ello
se utilizaron los cebadores Val-mut y Val-wt sentido y eadeb LD4 antisentido.

La Figura 24 muestra los resultados obtenidos. Como se obsereapamte B de la figura,
cuando el ADN de la paciente se amplificé con el cebaBdr y.el cebador Val-mut que se
aparea con el alelo 281L (mutado), el producto resultantéenera la variante g.2515G que
codifica para el aminoacido E salvaje (triplete GAB) cambio, como se observa en la parte
C de la figura, cuando se utilizé el cebador Val-wt que apareéac@riante 281V (salvagje
el producto resultante contiene a la variante g.2515A queicadgifira el aminoacido K
mutado (triplete AAG)Mediante este analisis se determind, por lo tanto, gumldaciones
p.V281L y p.E431K se encontraban en alelos diferentes. Gmmtyol de la reaccidon se
utilizé el ADN de la paciente 523 que poseia las mutaciones p.V281L/p.RAEB&ENS
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(confirmado por el estudio realizado en sus padres). garia D de l&igura 24 se muestra
el electroferograma obtenido de la secuenciaciéon delmiatp amplificado con los
cebadores LD4 y Val-mut de la paciente 523, donde se aprecipletbtiCCC que codifica
para el aminoacido P (alelo salvaje). Por otro ladoa @adte E dealFigura 24 se muestra el
electroferograma de la secuenciacién del fragmento acapld con los cebadores LD4 y

Val-wt, donde se observa el triplete TCC que codifica phaaninoacido S (alelo mutado).

Figura 24: Electroforesis en gel de agarosa y electroferogramas regentativos de la PCR alelo
especifica para la paciente con la mutacion p.E431K

A

1112pb —

le A¢c 6 ""Cx('li"(‘ C9P € T 606 €C T T CC T CCO GO

ANAMAAD

A: Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con brodauedidio de los fragmento
obtenidos por PCR alelo especifica. Calles 1-5: Fragmemtpifiaados con los cebadores
LD4 y Val-mut; 1 y 2: Paciente 523 utilizado como controladamplificacioncis-trans, 3

y 4: Paciente 149; 5: Blanco de reaccién. Calles 6-10: Fragmantplificados con los
cebadores LD4 y Val-wt; 6 y 7: Paciente 523 utilizado conmttrol de la amplificacion
cistrans 8 y 9: Paciente 149; 10: Blanco de reaccién. M: Marcadgrede molecular de
250pb. Para la secuenciacién se escindié la banda de 111R2pel dbe agarosaB:
Electroferograma representativo del ADN de la paciedfe dmplificado con el cebador
LD4 y Val-mut, donde se aprecia el triplete GAG (subrayado) que cadifira el residuo
aminoacidico E C: Electroferograma representativo del ADN de la paciente 149
amplificado con el cebador LD¢ Val-wt, donde se aprecia el triplete AAG (subrayado)
que codifica para el residuo aminoacidico K. Las flechafcan la presencia de la
secuencia salvaje G o mutada A, respectivamént&lectroferograma representativo del
ADN del paciente 523 amplificado con el cebador Lp¥al-mut donde se aprecia el
triplete CCC (subrayado) que codifica para el residuo aminoadilE: Electroferograma
representativo del ADN del paciente 523 amplificadoelarebador LD4 Val-wt, donde

se aprecia el triplete TCC (subrayado) que codifica paraseluo aminoacidico S. Las
flechas indican la presencia de la secuencia salvajjm@ada T, respectivamente.

AL y,\f \/’ﬂh f \v’;%\ﬂ’(’.\\-' “/“'\v{f\\&/\[\ﬁz!
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Este mismo analisis nos permiti6 determinar que las nameeip.D322G y p.E431K se
encontraban en el mismo alelo. [Eagura 25 muesta los electroferogramas de todo el
fragmento secuenciado.

Como se observa en la parte A dé&ilgura 25, cuando el ADN se amplificé con el cebador
antisentido LD4 y el cebador Val-mut, el producto resultaotgenia el nucleétido g.2515G
gue codifica para el aminoacido E431 salvaje y al nucle@tilo12A que codifica para el
aminoacido D322 salvaje (triplete GAC). En cambio, comobserva en la parte B, cuando
se utilizo el cebador Val-wt que aparea con la variante V28iajep el producto resultante
poseia la variante g.2012G, que codifica para el aminoacido G328ar(etariplete GGC)
junto con la variante g.2512A que codifica el aminoacido K#8liado (triplete AAG) Se
concluyé, por lo tanto, que las mutaciones p.D322G y p.E431Kceateaban en el mismo

alelo, y que en el alelo homdlogo se hallaba la mutacié281L.

Figura 25: Electroferogramas representativos de la secuenciacide la PCR alelo especifica

para las mutaciones p.D322G y p.E431K amplificadas con los eelwres para L281 o V281.

A:

300 419
G-«GC’ AGA CC CGA ACT GG(;CCC GGT GCC CC-\GC CCCGGG CCCCTA C“\ AGGACCGT GC»\EGGC OCCC TGCTCAA GC( ACCATCGCCGAGGTGCTG(

f

g MM'@M}L\M\, *WNV\M‘MM\MM [h J!\M MMM

cGCCeT cccnccco TGT r,ccc CCT (;C(_Cc c(.c-chL L C A cGG((cAGCAGG GAC TCCCG GGG TGGGGATGAGTGAGG AN \GthGch(c LG C

it Ml el

520 530
GAGGTCCTGGCCAGCCTCTAACT (C%GCCC(C CAGC ICT CCGG(T ACG ACAT (CC G%GGGC‘\[ A\GTCATCA (CG*—\CC C( “\GGCGC(( (( TG

J\mfm el

70 SO 690 700 710
TGA axcuc CT6606404 GGccxc AGTTCT GG(C TGGT o GGGGGG(((JGGGGCC TGCC G TOAAAATGTOGTGGAGGCT 6 TCCCCGCTRCCG

720 740 760 7 $00 310
CTGAACGCCTCCECACCCACCT TG TCCACCCGE C G (:A €GC TT C TG 6 G AGET AGAGCA AGA ACT (( AGAGCTCTGGCCTTCGGCTGEGG TG CCCGEC
4 fi ~ A

820 830 840 8590 860 $70 880 830 $00
GTGTGCCTGGG CGAGCCGCTGGCGCGCCTGGAGCTCTTCGTGE TGCTGACCCGACTGCIGCAGG CCTT CACGCTGCTGCCCTCCGGGG ACGECC 1
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B:

310 380 390 200 41
AGCTAGGC CA CGA\ cT GGGCCC GGIGCCT C( GCT L((G&G CCCCTACA GG-\((u.(:C CGGCTGCCCTTGCTCAATGCCACCATCGCCGAGGTGCTGC

\Z

ot x»wAf\/W\AAI\M\/MmMMMM “M\/\MM\/\J\M\/\/\NW fw\ ot

GC(,G(GG((CO TGTGCCCTTAGCCT ’G(CC(\((Q( ("%(\(‘GG(C(\GCxGO (}«\( C(CG%QGG TIGGGGA G\(z GAGGA \16("(‘(} AGCCCA GC'(J

N N\[\“MN\MMI\ N\MWM/\ A l\fvv\'“f\' el

520 530
AGGTCCTGGCCAGCCTCTAACT CC%U(CCCC..C\G(:\.( (CGGC.aC(:AC C(( G\GGGC‘\( G CATCAT ((Ly% ACCT CC\ GG(G(C(J‘(( GG

\/MZMW \MJ\{\ My ¥y (ol Y\”’%&ﬂ WU&{W Ay

6
AT G\G'\(GG C Gf.vf.v G%GGC(\C Cv AGTTCT GG(C TGGTATGT GGGGGG(CGGGG(J(C TGCCGT G\\\\ GT G(J UG\GG( (:(.v (”(CGC GCC(J(

50 760 770 780 790 300 810
G‘\CGC( TCCCCACETA C( IGT (C\C(CGCL(G(\G\ CGCTTCCTGGAGCCAGGCAAGAACTC CAGAGCTCTGGCCTTCGGCTGCGGTGCCCGCGT
w’\, [

820 $30 840 $50 360 $70 $80 390 900
GTGCCTGGG CAAGCCGCTGGCGCGCCTGGAGCTCTTCGTGEE TGCTGACCCGACTGCTGCAGGCCTTCACGCTGCTGCCCTCCGGGGACGCCC TG CC

A: Electroferograma producto de la amplificacién conedlaclor L281 (mutado para p.V281L). Se
sefialan subrayados los tripletes GAC y GAG que codificaa [ms aminoacidos D322 y E431,
respectivamente. La flecha indica la base del triplete sgiemodifica con la mutacionB:
Electroferograma producto de la amplificacion con el deb&'281 (salvaje). Subrayados se sefialan
los tripletes GGC y AAG que codifican para los aminoacl@®22 y K431, respectivamente. La flecha
indica la base del triplete que muté.

MUTACION p.L429fs:

La mutacion g.2511 2512delGG, p.L429fs, se detecté en uno de losraledeserminados
de una paciente afectada con la forma clasica PS aéelanedad (Paciente 142). En el alelo
homologo se habia detectado la mutacion p.1172N. Los valore®hales de la paciente se
detallan en |&abla 7 y los datos clinicos de relevancia se detallan en e DANE.

La mutacion p.L429fs en el exdn 10 implica un corrimientordatco de lectura hacia el
extremo carboxi-terminal de la proteina, con un tracto9#fleresiduos diferentes y 26
aminodacidos de mas en la proteina resultante

A los efectos de determinar si las mutaciones halladansentraban etrans se analizé
mediante secuenciacion la presencia de las mutacida&2.y p.L429fs en las muestras de

ADN de los padresHigura 26). Mediante este analisis se detectd la presencia detéciin
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p.I172N en el padre y la mutacion p.L429fs en la madre, caanllo asi que las 2
mutaciones se encontraban en alelos diferentespatiante

A pesar de que al poseer la mutacion p.I172N se hubiera esperdenotipo VS en esta
paciente, no se detecto la presencia de ninguna otra émutadicional en ese alelo del gen

CYP21AZgue pudiera explicar su fenotipo PS.

Figura 26: Electroferogramas representativos de la secuenciacidle las muestras de ADN de los
padres de la paciente 142.

A: Electroferograma de la secuenciacion del ADN paternajedse observa la mutaciéon p.1172N.
B: Electroferograma de la secuenciacion del ADN maternalalsa observa la mutacion p.L429fs.

.MUTACION p.H466fs:

La mutacion g.2620_2621ins@.H466fs,sedetectd en uno de los alelos no determinados de
un paciente afectado con la forma clasica PS de laresdead (Paciente 266). Los valores
hormonales se muestran eMi&bla 7 y los datos clinicos de relevancia en el ANEXO 2.

El paciente habia sido caracterizado en un principio s mutaciones c¢.283-
13A/C>G/p.Q318*, ambas pertenecientes al grupo de las 10 mutaciésesecuentes del
gen derivadas del pseudogen. Sin embargo, a partir del estudidde ICecilia Fernandez
de nuestro grupo de trabajo (Fernandez C., 2014), se determisbppmente presentaba un
alelo con el gen duplicado y poseia, por lo tanto, 3 copiageteLYP21A2 A raiz de este
hallazgo se secuencid el gen completo y se encontr6 gpacente poseia ademas la

mutaciéon p.H466fs.
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La mutacion p.H466fs en el exon 10 implica un corrimientonei®ico de lectura hacia el
extremo carboxi-terminal con la aparicion de un codontedminacion 26 aminoacidos
después y con los ultimos 30 aminoacidos diferentes respecta proteina salvaje. Se
genera, por lo tanto, un tracto de 56 residuos diferentegpeoté&na mutante.

En el caso de este paciente, no se tuvo acceso al ADisIpadres. Sin embargo, varios
trabajos de la literatura reportaron la presencia deutacion p.Q318* y ¢.283-13A/C>G en
alelos con el gen duplicado (Parajes y col., 2008). En #&siosos, la mutacion p.Q318* se
encontraba en la copia centromérica del G&®P21A2 A partir del trabajo de la Dra Cecilia
Fernandez (Fernandez C., 2014) se determiné que tanto laidnum®318* como la
p.H466fs se encontraban en las copias centroméricas de} gee, en dichas copias no se
detectaba la mutacion ¢.283-13A/C>G. Teniendo en cuenta &sios resultados, sumado a
gue el paciente es PS, se asumi6 que las 3 mutaciones hiakaglacontraban émans,y no

se realizaron PCRs alelo especificas. Las mutaciones p.@31883-13A/C>G se ubicarian
en un alelo (p.Q318* en la copia centromérica y c.283-13A/@nda telomérica) y la

mutacion p.H466fs en el otro alelo.

IV.1.3.2. MUTACIONES EN INTRONES

MUTACION c.652-2A>G:

La mutacion g1329A>(c.652-2A>G, se hallé en uno de los alelos no determinadosade u
paciente de la FC VS (Paciente 28). En el otro alelpataente poseia la mutacién poco
frecuente 9.2672G>A, p.R483Q, que se hallo también por secuenciaciénvalores
hormonales de la paciente se detallan emalla 7 y los datos clinicos de relevancia se
detallan en el ANEXO 2.

Para corroborar que las dos mutaciones halladas estuvieskierentes alelos, y como no

contdbamos con muestras de ADN de los padres de la paceaitzamos dos PCRs alelo
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especificas. Una de ellas, a la que llamamos PCR-AE&aledr concebadores antisentido
gue se unieran especificamente al alelo con o sin lacibnot®.R483Q (R483Q-mut y
R483Q-wt, respectivamente) junto con el cebador sentido LD7 agoglificaban un
fragmento de 1991pb. La otra PCR alelo especifica, a laqnamos PCR-AE2, se realiz6
con cebadores sentido que se unieran especificamenteoat@bed sin la mutacion c.652-
2A>G (I5-mut e I5-wt, respectivamente), junto con el cebadasemtido LD4. En este caso,
el fragmento de amplificacion era de 1486pb (Ver Materialgtodos apartado 111.1.3.5).
Los productos de la PCR-AEFigura 27A) sedigirieron con la enzima de restriccién Btgl
gue reconoce como sitio de corte la secuencia con lacmntc.652-2A>G. En el alelo con
esta mutacion se esperaban, ademas del fragmento de B&gdmentos de 537 y 434 pb
producto del corte del fragmento de 971 que se obtiene del safelesta mutacion (Ver
Materiales y Métodos apartado 111.1.3.4, Tabla 3).

Como se observa en fagura 27B, mediante la digestion de la PCR-AEL se corroboro que
el alelo salvaje R483 poseia la mutacion ¢.652-2AMgufa 27B, calle 1), mientras que el
alelo mutado Q483 no la poseikigura 27B, calle 2.

Por otro lado, para corroborar que el alelo salvaje c.652+%Ar& la variante mutada Q483
(codon CAG) y que el alelo con la mutacion ¢.652-2G caidipara el aminoacido salvaje
R483 (codon CGG salvaje), los productos de la PCR-AE2 se emwéasecuenciar. La

Figura 28 muestra los resultados obtenidos.
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Figura 27: PCR-AEL1 y digestion de los productos de la misma con la éma Btgl

A
B 1 2 3 4 M
1991 pb—> |
936 pb —>
537 pb —>
434 pb —>

A: Gel de agarosa representativo de la corrida electtioforde la PCR-AEL. Calles
1-5: Fragmentos amplificados con los cebadores LD7 y R483Qy2: Paciente 28;
3 y 4: Individuos que no poseen la mutacion p.R483Q; 5: Blanoeadeién. Calles 6-
10: Fragmentos amplificados con los cebadores LD7 y R4838Qény 7: Paciente 28;
8 y 9: Individuos que no poseen la mutacién p.R483Q; 10: Blanceadeion. M:
Marcador de peso molecular de 250Bb.Digestion de los productos de PCR-AE1
con la enzima Btgl. Calle 1: Digestion del fragmentplificado con los cebadores
LD7 y R483Qwt (alelo sin la mutacion p.R483Q) a partir del ADN de laguae 28.
Se observan los fragmentos de 936, 537 y 434 pb, que correspdadamesencia de
la mutacion c¢.652-2A>G. Calle 2: Digestion del fragmeataoplificado con los
cebadores LD7 y R483Q-mut (alelo con la mutaciéon p.R483Q) a galthADN de la
paciente 28. Se observan juntas las bandas de 971 y 936 pb gae Iadiusencia de
la mutacion c¢.652-2A>G. Calle 3: Digestion del fragmeatoplificado con los
cebadores LD7 y R483Q-wt a partir del ADN de un individuo queposee la
mutacién p.R483Q. Calle 4: fragmento de ADN amplificado gjjerdli con la enzima
Btgl, M: Marcador de peso molecular de 250 pb. El fragment84pb, producto de
la digestion, no se visualiza en este gel.

Como se observa enfagura 28B, el alelo amplificado con los cebadores LD4 eviS(que
amplifican el alelo que no posee la mutacion c.652-2A>Gnt@in 5) poseia el codonAG

y, por lo tanto, la mutacion Q483. EnH&yura 28C se observa que el alelo de la paciente
amplificado con los cebadores LD4 e I5-mut (que f@olsemutacion ¢.652-2A>G) contenia
el codon CGG que codifica para el aminoacido R483 salajes resultados indican que las

dos mutaciones halladas en la paciente se encuentréasndiferentes
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Figura 28: Electroforesis en gel de agarosa y electroferogramaspresentativos representativos
de la PCR-AE2

A

1486 pb —_—

0 %0 %
CTGCAGCCCCAGGEGEO ATOGGGGCC

8 »

GCAotCcLOC0 GO AT GRG0 008

\ [\/XM/\M&/\[W\ | /\MN WA A MAA/\M}\/\/W\ | L/V WW I

A: Gel de agarosa representativo de la corrida elecftafarde la PCR-AE2. Calles 1-3:
Fragmentos amplificados con los cebadores LD4 e I5-wRatiente 28; 2: Individuo que
no posee la mutacion c.652-2A>G; 3: Blanco de reaccigalles 4-6: Fragmentos
amplificados con los cebadores LD4 e I5-mut; 4: Paci2dté&: Individuo que no posee la
mutacion ¢.652-2A>G; 6: Blanco de reaccion. M: Marcadopei molecular de 250pb.
B: Secuencia del alelo de la paciente 28 amplificado cocelosdores LD4 y 15vt (sin la
mutacion c.652-2A>G). La flecha indica la presencia abelén CAG (aminoacido Q,
mutacion p.R483QX: Secuencia del alelo de la paciente 28 amplificado codbadores
LD4 y I5-mut (con la mutacion ¢.652-2A>G). La flecha ind&gresencia del codén CGG
(aminoacido R, salvaje).

MUTACION ¢.1116-34G>A:
Este cambio se detecté en 2 pacientes con diagnostittS@ede la FNC. Los valores
hormonales de ambas pacientes se detallanEatbla 7 y los datos clinicos de relevancia se

detallan en el ANEXO 2. En ambas pacientes, no se haljfuma otra mutacion.

IV.1.3.3. VARIANTES POLIMORFICAS HALLADAS

Ademas de las variantes noveles y poco frecuentes prenia descriptas, en los 87
pacientes secuenciados hallamos también variantes desccpasanterioridad como
variantes polimérficas del ge@YP21A2 La Tabla 9 muestra, a modo de resumdas

variantes mas frecuentes.
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Tabla 9: Polimorfismos frecuentes hallados en los pacientexgenciados

N° DE

POLIMORFISMO | REGION ALELOS PORCENTAJE
g-4C>T Promotora 2 11
0.-281insT Promotora 65 36,9
0.--332insG Promotora 61 34,7
0.27insCTG Codificante 9 51
p.K102R Cadificante 64 36,4
p.D183E Codificante 9 51
p.S268T Codificante 11 6,25
p.D436E Codificante 96 54,5
p.N493S Codificante 59 33,5
0.562-568delG Intrén 2 6 3,4

IV1. 4. ANALISIS IN SILICO DE LAS MUTACIONES NOVELES

IV.1.4.1. MUTACIONES EN REGIONES CODIFICANTES

A los efectos de realizar un abordaje preliminar y estgnkas mutaciones noveles halladas

en regiones codificantes podrian estar relacionadas laopatologia, se realizO un

alineamiento de secuencia con diferentes proteinas CYP21 de ememihediante el

algoritmo ClustalW Ifttp://www.genome.jp/tools/clustalyv/para analizar si los cambios

hallados se encontraban en regiones conservadas destaasmi

En la Figura 29 se muestran los resultados obtenidos al analizar todasusaciones

puntuales noveles que se correspondian con cambio deaaidmop.R132C, p.R149C,

p.M283V y p.E431K.
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Figura 29: Alineamiento de ClustalW con la secuencia de lproteina P450c21de diferentes

mamiferos para las 4 mutaciones puntuales de la region caddnte.

Homo sapiens KLVSRNYPDLSLGDYSLLWKAHKKLTRSALLLGIRDSMEPVVEQLTQEFC 148
Macaca mulatta KLVSKNYPDLSLGDYSLLWKAHKKLTRSALLLGMRDSMEPVVEQLTQEFC 67
Sus scrofa KLASQHCPDISLGDYSLFWKAHKKLTRSALLLGVRSSMEPRVEQLTQEFC 148
Bos taurus KLVSQRCODISLGDYSLLWKAHKKLTRSALLLGTRSSMEPWVDQLTQEFC 148
Canis lupus familiaris KLVSLHHODLSLGDYSLLWKAHKKLTRSALLLGIRSSMEPLVEQLTQEFC 147
Equus caballus KLVSQRYQODLSLGDYSLLWKAHKKLTRSALLLGIRNSMEPLVEQLTQEFC 148
Mus musculus KMD--—--LDLSLGDYSLMWKAHKKLSRSALMLGMRDSMEPLIEQLTQEFC 144
Rattus norvegicus KMN----FDLSMGDYSLTWKAHKKLSRSALVLGMRDSMEPLVEQLTQEFC 146
Homo sapiens ERMRAQPGTPVAIEEEFSLLTCSIICYLTFGDKIKDDNLMPAYYKCIQEV 198
Macaca mulatta ERMRAQAGTPVAIEEEFSLLTCSIICHLTFGDKIK-—-——————————— EV 104
Sus scrofa ERMRAQAGTPVTIQKEFSVLTCSIICCLTFGDKED--TLVHALHDCVQDL 196
Bos taurus ERMRVQAGAPVTIQKEFSLLTCSIICYLTFGNKED--TLVHAFHDCVQDL 196
Canis lupus familiaris ERMRAQAGTPVAIQKEFSLLTCAIICHLTFGNKED--TLVHTFHDCVQDL 195
Equus caballus ERMRAQAGAPVAIQKEFSFLTCSIICYLTFGDKED--TLVHAIQDCVQDL 196
Mus musculus ERMRAQAGTPVAIHKEFSFLTCSIISCLTFGDK-DS-TLVQTLHDCVQDL 192
Rattus norvegicus ERMRAQAGASVAIHKEFSLLTCSIISCLTFGDKQDS-TLLNATHSCVRD 195
Homo sapiens LVAGQWRDMMDYMLQGVAQPSMEEGSGQLLEG--HVHMAAVDLLIGGTET 296
Macaca mulatta LVAGQWRDMMDYMLOVVAQPSMEEGSGQLLEG—-HVHMAAVDLLIGGTET 202
Sus scrofa MVAGQWRDMLDYMLQEAGRQRVEEGQGQLLEG-—-HVHMSVVDLFIGGTET 294
Bos taurus MVAGQWRDMTDYMLQGVGRQRVEEGPGQLLEG-—-HVHMSVVDLFIGGTET 294
Canis lupus familiaris MVAGQWRDMTDYMLQRVGRLRAEEGCGQLLEG--HVHMSVVDLFIGGTET 293
Equus caballus IVAGRWRDMTDYMLOGLGRPTVEEAPGOLLEG--HVHMAMVDLFIGGTET 294
Mus musculus LVAGQWKDMIDYMLQGVEKQRDGKDEERLHEG——HVHMSVVDLFIGGTET 290
Rattus norvegicus LVAGOWKDMIDYMLOGVEKQRDARDPGQLHER--HVHMSVVDLEVGGTET 293
Sk s R
Homo sapiens TVWERPHEFWPDRFLEPGKNSRALAFGCGARVCLGEPLARLELFVVLTRL 446
Macaca mulatta MVWERPHEFWPDRFLEPGKNSRALAFGCGARVCLGEPLARLELFVVLTRL 352
Sus scrofa TVWEQPHEFRPDRFLAPGANPSALAFGCGARVCLGEPLARLELEFVVLVQL 444
Bos taurus TVWEQPHEFRPDRFLEPGANPSALAFGCGARVCLGESLARLELFVVLLRL 444
Canis lupus familiaris TVWERPQEFRPDRFLVPGASPRVLAFGCGARVCLGEPLARLELLVVLAQL 443
Equus caballus TIWEQPHEFRPDRFLYPGASPSTLAFGCGARVCLGEPLARLELFVVLAQL 444
Mus musculus MVWELPSKFWPDREFLEPGKNPRTPSFGCGARVCLGEPLARLELFVVLARL 437
Rattus norvegicus MVWELPSKFWPDRFLESGKSPRIPTFGCGARVCLGEPLARLELFVVLARL 440
Los residuos en amarillo denotan la posicién de losratifes aminoacidos involucrados en las
mutaciones halladas.:A.R132C, Bp.R149C, Cp.M283V, D p.E431K.
Como ® observa, en todos los casos los residuos involucraglensuentran altamente

conservados a lo largo de diferentes linajes de mamiferos.

Para las mutaciones p.L429fs y p.H466fs, se determinaroanaisias aminoacidicos que se
producian en la secuencia de la proteina salvaje a partinmimhiento en el marco de lectura
gue se genera en cada caba\ra 30). Para la mutacion p.L429fs, el nuevo codon de
terminacion se encuentra 91 aminoacidos hacia el extremo 3’ luego de la mutacion y se
genera una proteina con 26 aminoacidos mas larga y 65 amo®édderentes respecto a la
salvaje. Para la p.H466fs, el nuevo coddén de terminaci@én@eentra a 56 residuos después
de la mutacion y se genera una proteina 26 aminoacidosangasdue la salvaje con 30

aminoacidos diferentes.
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Figura 30: Region carboxi-terminal de las diferentes que resultan déa presencia de las

mutaciones p.L429fs y p.H466fs

A

APVCLGEPLARLDILFVVLTRLLQAFTLLPSGDALPSLQPLPHCSVILEMQPFQVRLQPRGM
GAHSPGQNQ

B

APVCLR44G4PGPLRGADPTAAGLHA44ALRGRPALP44PAPLQCHPQDAAFPS4444PG
DGGPQPRPEPVMGQDRCQPGTSVSPLLLPYEPLPSPL

C

APVCLGEPLARLDLEVVLTRLLQAFTLLPSGDALPSLQPLPPLQCHPQD 4 AFPS4444PGD
GGPQPRPEPVMGQDRCQPGISVSPLLLPYEPLPSPL

A: Secuencia proteica parcial de la regién carboxi-terndeala P450c21
humana correspondiente a parte del exén 10 hasta el codgnmileacion de
la traduccion del ge@YP21A2humano en su version salvae. Secuencia
proteica parcial de la region carboxi-terminal de la Pa%50bumana
correspondiente a parte del exon 10 del@¥RP21A2humano hasta el nuevo
codon de terminacion de la traduccién con la mutaciod29is. En verde se
resaltan los aminoacidos diferentes producto del comimide marco de
lectura.C: Secuencia proteica correspondiente a la secuencialpdetiexén
10 del genCYP21A2humano con la mutacién p.H466fs. En rojo se resaltan
los aminoacidos que se madifican y se adicionan parehtento de marco
de lectura.

En laFigura 31 se muestran los alineamientos de la region carboxi-teirdmda P450c21
involucrada en las 2 mutaciones que producen corrimiento debnadar lectura de varias
especies de mamiferos. Como se observa en la figurearnaisios que se producen a partir
del corrimiento del marco de lectura afectarian a vaimsoacidos que se encuentran

conservados en estas especies.
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Figura 31: Alineamiento de ClustalW con la secuencia de lproteina P450c21de diferentes
mamiferos para las regiones involucradas en las mutacioned p29fs (A) y p.H466fs (B)

A:
Homo sapiens SRALAFGCGARVCLGEPLARLELFVVLTRLLQAFTLLPS-GDALP 460
Macaca mulatta SRALAFGCGARVCLGEPLARLELFVVLTRLLQAFTLLPP-GDALP 366
Sus scrofa PSALAFGCGARVCLGEPLARLELFVVLVQLLQAFTLLPP-EGALP 458
Bos taurus PSALAFGCGARVCLGESLARLELFVVLLRLLQAFTLLPPPVGALP 459
Canis lupus familiaris PRVLAFGCGARVCLGEPLARLELLVVLAQLLRAFTLMPA-AGTLP 457
Equus caballus PSTLAFGCGARVCLGEPLARLELFVVLAQLLRAFTLLPP-AGALP 458
Mus musculus PRTPSFGCGARVCLGEPLARLELFVVLARLLQAFTLLPPPDGTLP 452
Rattus novergicus PRIPTFGCGARVCLGEPLARLELFVVLARLLOQTFTLLPPPDGTLP 455
Rk S * x KKKk Kk * x

Homo sapiens SLOPLPHCSVILKMQPFQVRLQPRGMGA---HSPG QSQ--- 495
Macaca mulatta SLOPLPHCSVILKMQPFQVWLQPRGLGV---HSLG QSQ--- 401
Sus scrofa SLOPHPHSGINLKVQPFQVRLQPRGGRG---EGPG PR---- 492
Bos taurus SLOPDPYCGVNLKVQPFQVRLQPRGVEAGAWESAS AQ---- 496
Canis lupus familiaris SLRPRARCGVNLSMQPFQVQLQOPRGAGV---LGRG QHP--- 492
Equus caballus SLOPQPHCGVNLTMQPFQVQLOPRGAGT---PGLG ERQ--- 493
Mus musculus SLQPQPYAGINLPIPPFQVRLOPRNLAP---QDQG ERP--- 487
Rattus novergicus SLOPLPYTGINLLIPPFQVRLQOPRNLAP---QDQG QKSSTG 493

* % * KKk Kk KKKk Kk
B:
Homo sapiens GDALPSLQPLPHCSVILKMQPFQVRLOPRGMGA---HSPGQSQ-—-- 495
Macaca mulatta GDALPSLQPLPHCSVILKMQPFQVWLQPRGLGV---HSLGQSQ--- 401
Sus scrofa EGALPSLQPHPHSGINLKVQPFQVRLOPRGGRG---EGPGPR---- 492
Bos Taurus VGALPSLQPDPYCGVNLKVQPFQVRLOPRGVEAGAWESASAQ---- 496
Canis lupus familiaris AGTLPSLRPRARCGVNLSMQPFQVQLOPRGAGV---LGRGQHP--- 492
Equus caballus AGALPSLQPQPHCGVNLTMQPFQVQLOPRGAGT---PGLGERQ--- 493
Mus musculus DGTLPSLQPQPYAGINLPIPPFQVRLOPRNLAP---QDQGERP--- 487
Rattus novergicus DGTLPSLQPLPYTGINLLIPPFQVRLOPRNLAP---QDQOGQKSSTG 493

* Kk KKk KKKk K

A: En verde se resaltan los aminoacidos que se encuefetctadas por la mutacion p.L4298:. En

rojo se resaltan los aminoacidos que se encuentranaddectpor la mutacién p.H466fs. *:
Aminoacidos muy conservados.

IV.1.4.2. MUTACIONES EN INTRONES
Para estimar si las variante ¢.652-2Ay&.1116-34G>A (hallados en los intrones 5 y 8,
respectivamente) presentaban algun efecto deletéree sidplicing del genCYP21A2 se

utilizé el programaduman splicing findeW.2.4.1 gttp://www.umd.be/HSH/ Este programa

predice el efecto de mutaciones sobre sitios consensalidieg, asi como también analiza la
presencia de motivos potencialmente implicados en el mesnooialquier secuencia de ADN

humano.
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MUTACION c.652-2A>G:

Para esta variante se analiz6 un fragmento de 194 pb elestdé221 en el extremo 3" del
exon 5 hasta el nt 1415 en el exon 6 delQ¥R21A2

Como se observa en Rgura 32, en presencia de la mutacién c.652-2A>G se predijo una
reduccion en el valor consensdVC) de -32,5% que superd el limite de corte estimado del
10% (Materiales y Métodos apartado 111.1.4.2.). Porlutd, se prede un sitio inactivo de
splicingen presencia de esta mutacion.

Ademas, se predijeron dos sitios sfaicing cripticos con valores de V€ercanos al 90%
uno en la mitad del intron 5 y otro a 16 nt desde el comielet exon 6. Ambos sitios
superaron el valor del 80% considerado como umbral, y poanim, ambas secuencias

pueden ser potenciales sitiosspdicing

Figura 32: Diagrama representativo del andlisis bioinformatico parad regién del intron 5

90 <

80
70
60

L GGGTGAGGACC CCCACAGCTG, GCAGT......AATCCA |

Cuadrado verde: Sitio consenso aceptorsplcing del intron 5; Cuadrado rojo: Sitio
consenso aceptor @plicingdel intrén 5 alterado por la mutacion; Cuadrados grisigies
aceptores cripticos posibles, el primero en el intrénebsegundo en el exdn 6; Circulo
gris: Sitio consenso dador dplicing

MUTACION c.1116-34G>A:

Para esta mutacion se analizé un fragmento de 109 pb desd2ldbren el extremo 3" del
exon 8, hasta el nt 2254 del gen en el extremo 5" del@xGomo se observa enfigura
33, este cambio no implicaria ningun efecto biolégico sebsplicingdel intron 8. EIAVC

entre la variante salvaje G y la variante A fue cesginmdsmo, el valor consenso de este sitio
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fue inferior al 80% tanto en presencia del nt G como del ptg se predijeron otros sitios

como potenciales regiones involucradas espkting

Figura 33: Diagrama representativo del andlisis bioinformatico parad region del intron 8

- :T - T T

AGCAGGTGACTCCCGAGGGTTGGGGATGAG.....ccccovurrvermrinssnsssnsassanens GCCCAGGGAGGTCCTGGCCAGCCTCT

Cuadrado verde: Variante salvaje G. Cuadrado rojo: Variant@uddrado gris: Sitio
consenso aceptor dplicing Circulo gris: Sitio consenso dador sj#icing Se observan
superpuestos los cuadrados verde y rojo y por lo tanttv@r 0%.

Estos resultados sugeririan que esta variante no produlteéfacmnes en la proteina
resultante. Por lo tanto, y a los efectos de esis, tes la consider@ priori como una
variante que no se asocia a la patologia y no se prosignisu estudi

En suma, en esta primera parte del trabajo, luego declaenciacion completa del gen
estructuralCYP21A2y su region promotora basal en la muestra analizada, deliesn
individuos de la poblacion general, y teniendo en cuentaridicciones bioinformaticas,
todos los pacientes clasicos (n=15) fueron completangametipificados. En cambio, para
los pacientes no clasicos, solo en 12 de los 72 se ddnglegenotipificacion. Entre los
pacientes de la FNC 31 poseian mutaciones en solo uno ddefasy 29 no poseian

mutaciones en ninguno de los dos alelosTahla 10 resume estos resultados.

Tabla 10: Cantidad de pacientes con 2 alelos mutados, uno o nimg luego de realizar la

secuenciacién completa del gen y de su region promotora

2 ALELOS | 1ALELO NINGUN
PACIENTES | \iuTADOS | MUTADO ALELO TOTAL
(%) (%) MUTADO (%)
CLASICOS 15 (100) 0 (0) 0 (0) 15
NO CLASICOS | 12 (16,6) | 31 (43,1) 29 (40,3) 72
TOTAL 27 (31,1) | 31(35,6) 29 (33,3) 87
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OBJETIVO 2: Simular, mediante programas de modelado molecularlas posibles

implicancias bioldgicas de las mutaciones noveles halladas en la region codificante.

Para esta parte del trabajo nos propusimos predecir kiSlgw efectos deletéreos de las
diferentes mutaciones halladas en la regién codificda la proteina utilizando un modelado

de la proteina humana

IV.2.1. MODELADO MOLECULAR

Dado que la proteina P450c21 humana no se encuentra cristdiimdacesario en primer
lugar generar un modelo aproximado de la misma. Para takfiatilizé el programa Biskit
(Grinberg y col., 2007) que utiliza como herramienta de modedhd@lodeller9.1.
(Materiales y Métodos, apartado 111.2.1). Se testesanios templados cristalograficos (entre
4 y 18) de diferentes CYP. El mejor modelado de la P450c21 huseastatuvo al incluir 18
templados.

Los diferentes dominios de la proteina modelada se mnestraFigura 34.

IV.2.2. ANALISIS DE ESTABILIDAD DE LAS PROTEINAS MUTANTES
Una vez generado el modelo de la proteina P450c21 a partir ddafdgdlas antes
mencionadas, se procedid a generar las proteinas mutaatBante el programa FoldX

(www.foldx.crg.e$ que permite ademas analizar la estabilidad de las mise@egentada

por la variacion de energia libre que presentan@). Los valores de las diferentes
estabilidades proteicas fueron luego utilizados para predscpasibles efectos biologicos

de las proteinas mutantes.
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Figura 34: Esquema representativo de los diferentes dominiogdia proteina 21-hidroxilasa
humana generada con Biskit
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| ‘,‘1 5
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07 215 220 235 230 235 240 245 250 255 260 265
H-l H-J
PSMEEGSGQLLEGHVHMAAVDLL IGGTETTANTL SWAVVFLLHHPE I QQRLQEELDHELG
157 275 280 285 290 205 300 305 310 315 320 335
H-d HK A Bon B o &
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TP Y-y ST RS W,
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Las a-hélices (HAHN) y las hojas plegadas  (A-B) se muestran como
tirabuzones y flechas violetas, respectivamente. Lastopurojos
muestran los residuos de unién a ligandos. El simbolo ndjorma de
U horizontal representa Igshairpin. B y y: loops

Con el fin de validar nuestro modelcg sstimaron los cambios en la estabilidad de la
proteina AAG) que presentaban 40 mutaciones en el@¢R21A2para las cuales se conocia
la actividad residualin vitro. Para esta validacion, utilizamos tanto el modelo semi-
automatico generado en este trabajo (programa Biskitoynadidelo descripto previamente
(2GEG, Robins y col., 2006). Los resultados de los diferemt€scalculados se observan en

laTabla 11
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Tabla 11: Cambios en la estabilidad de 40 mutaciones degutds en la bibliografia que poseen

estudios funcionalesn vitro

*  F %k %

*

ACTIVIDAD
MUTANTE AAG RESIDUAL REFERENCIA
%)
2GEG | BISKIT
Tusie-Luna y col.,
p.P30L 0.85 | 0.92 60 1001
p.P30Q 1.48 1.66 0 Lajic y col., 1999
p.77T 2.51 2.49 3 Krone y col., 2005
p.Go0V 7.71 2.90 0 Nunez y col., 1999
Nikoshkov y col.,
p.P105L | 527 | 3.59 60 1997
p.L166P 3.58 5.78 0.3 Robins y col., 2007
p.I1171N 3.00 3.45 0.7 Barbaro y col., 2006
Tusie-Lunay col.,
p.1172N 0.09 | 2.10 1 1090
p.G178A 3.35 3.06 19 Nunez y col., 1999
p.D183E -0.24 0.07 100 Higashi y col., 1991
p.1236N 3.08 0.81 1 Robins y col., 2005
p.S268C -0.02 -0.31 93 Wu y Chang, 1991
p.S268M -0.54 -1.74 107 Wu y Chang, 1991
p.S268T -0.11 -0.14 100 Wu y Chang, 1991
p.v281l -1.04 -1.13 45 Wu y Chang, 1991
p.v281L -1.18 -1.23 50 Wu y Chang, 1991
p.v281T 1.36 -0.81 10 Wu y Chang, 1991
p.G291S 1.00 -0.61 0.8 Wedell y col., 1992
Helmberg y col.,
p.R339H | 0.89 | 0.04 50 1060
p.R341P 1.68 2.17 0.7 Barbaro y col., 2006
p.E351D 3.15 0.16 3.4 Krone y col., 2005
p.E351l 6.64 5.26 0.9 Krone y col., 2005
p.E351K 13.42 11.15 1.1 Krone y col., 2005
p.R354H 9.17 6.43 0 Nufiez y col., 1999
p.R356P 0.29 1.50 0.2 Lajic y col., 1997
p.R356Q -1.26 0.25 1 Lajic y col., 1997
p.R356W -0.63 1.34 0 Chiou y col., 1990
p.E380D 0.38 -0.71 30 Hsu y col., 1999
p.A391T 0.82 0.49 38.7 Robins y col., 2007
p.R426H 0.66 -0.37 0.5 Barbaro y col., 2007
p.C428S 0.26 0.84 0 Wu y Chang, 1991
p.A434V -0.08 -1.32 14 Krone y col., 2005
p.L446P 6.26 7.60 0.5 Barbaro y col., 2006
Nikoshkov y col.,
p.P453S 2.71 2.18 68 1997
p.P463L 0.45 0.48 2.6 Krone y col., 2006
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ACTIVIDAD
MUTANTE AAG RESIDUAL REFERENCIA
(%)

p.R479L 0.42 -0.25 75.5 Robins y col., 2007

p.P482S 1.54 0.37 72 Barbaro y col., 2004
* p.R483P 5.06 -0.69 2 Wedell y col., 1993b
* p.R4830Q 1.85 0.25 1.1 Robins y col., 2007

Rodrigues y col.,
p.N493S 0.2 | -0.22 100 g%? y

AAG refiereala diferencia de estabilidad de cada mutante respecto deulensga proteica
salvaje. *Residuos cercanos al grupo HEM@volucrados en unién a ligandos u otras
proteinas. # Residuos excluidos condicionalmente (ver exglicaai el texto).

A partir de los calculos obtenidos, se correlacion6 pada enutante la estabilidad proteica
con la actividad residuah vitro. Se considero la actividad residual obtenida con 17-OHP ya
gue las cristalografias de las diferentes CYP utilizada® ¢emplados fueron obtenidas con
este mismo sustrato.

Como se observa en Fgura 35, no se hallo correlacion entre la variacion de establilida
calculada y la actividad enzimatica residual de las 40 nesantos resultados fueron
similares tanto para el modelo 2GEG como para Biskit.

Sin embargo, es sabido que varias de las 40 mutacionesa@eles afectan la actividad de
la proteina de manera independiente de la desestabilizdeida misma ya que estarian
ubicadas en residuos que intervienen en la union al grupo HEM®,saistratos o a otras
proteinas como por ejemplo la POR. Por otro lado, el progfmdX no es confiable
respecto a mutaciones cercanas a grupos HEMO. Teniendo estmsderacion, see-
analizé la correlacion entre la estabilidad de la protgitsaactividad residual excluyendo
aguellas mutaciones (n=15) que afectan este tipo de interasc

Los resultados para ambos modelos se muestranFégulaa 36. Como se observa, en 18 de
las 25 mutantes, se predijo un valorXes similar con ambos modelos. Esta concordancia

en los resultados sugeriria que las predicciones obtepatas las mutaciones en estas
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regiones de la proteina serian confiables. El valor’debEenido a partir de esta correlacion
fue de 0,42 para el modelo Biskit y 0,40 para el modelo 2GHgui@ 36). Sin embargo, si

las mutaciones p.1236N y p.P30Q son excluidas de este arélliBfsque se obtiene es 0,63
y 0,53 respectivamente, siendo estos Ultimos valores attexpara un estudio de modelado

molecular.

Figura 35: AAG calculado en funcién de la actividad residualin vitro para 40 mutantes de la
proteina P450c21 humana.
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Ln de la actividad residual de las proteinas mutantes

Figura 36: AAG estimado en funcion de la actividad residual de 25 mutantes no involucradas en

unién al HEMO, ligandos o sustratos.
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Cuadrados blancos: hciones con valor similar de AAG para ambos modelos. Triangulos
negros: Mutaciones conlor diferente de AAG para ambos modelos
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El cambio p.I236N no estaria involucrado con el grupo HEMEnN unién a ligandos y/o
sustratos. Sin embargo, en trabajos previos se observo gae po efecto negativo muy
marcado sobre la sintesis ldgroteina por un mecanismo desconocido (Robins y col., 2005).
Este residuo forma parte de las 3 mutaciones del Clu EXf&agdo se la estudia de forma
aislada mediante WB, no se detecta expresion de laimaot@or otra parte, la mutacion
p.P30Q se encuentra en una regién sin una estructura seaupdaticha, donde ambos
modelos puedeno ser lo suficientemente confiables.

Una vez validado nuestro modelo, estudiamos las mutaciomesen halladas en los
pacientes de nuestra cohorte, tanto con Biskit como coiG2G& superposicion de ambos
modelos y los residuos involucrados en las diferentesciongs se observan enfégura

37.

Figura 37: Superposicién del modelado con Biskit (verde) ¥GEG (naranja)

Los residuos involucrados en las mutaciones névelegzadati por modelado molecular, junto con el
aminoéacido D322 se sefialan con flechas.

Los cambios de estabilidad obtenidos en ambos mogefmsra cada una de las cuatro

mutantes de la region codificante del gen se observiniala 12
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Tabla 12: Cambios en la estabilidad proteica para las diferées mutaciones puntuales noveles
halladas en los pacientes de nuestra cohorte

. 44G
MUTACION
BISKIT 2GEG
p.R132C 0.1+0.06 | 4.13+0.08
p.R149C 1.88+0.18 | 1.68+0.32
p.M283V | —-3.77+0.40| 1.69+0.05
p.E431K | -0.20+0.17( —0.37+0.10

Los cambios en la estabilidad proteica se calculaoomo la diferencia
entreel AG de las diferentes mutantes respecto de la proteina salvaje
fueron evaluados por el programa FoldX tanto ghranodelo obtenido

por Biskit como para el obtenido por 2GEG. Los valoresxggesan
como kcal mol-1 con su desvio estandar correspondientere¥alo
positivos y superiores a 1,6 kcal mol-1 representan una
desestabilizacion significativa de la proteina mutaregpecto a la
salvaje.

A continuacion se resumen los hallazgos mas relevgraea cada una de las mutaciones
puntuales teniendo en cuenta su ubicacion en la proteina galoulos de estabilidad

obtenidos.

p.R132C (g.782C>T)La mutacion se encuentra en el bucle que conecta laghéliy D
(Figura 35) y se encuentra en una region que se sugiere estatieaida en la interaccion
redox (Robins y col., 2006). Aunque la estructura tridemeakjonedicha para esta region
fue muy diferente en los dos modelos, en ambos casowitante p.R132C interrumpiria
interacciones que son normalmente favorables entredakios de arginina y otros (R254,
Al126 y L127 para el modelo 2GEG y P432 para Bjiskmbos modelos predijeron una
desestabilizacion de la proteina mutafiab{a 12). Sin embargo para el caso de Biskit no se

super6 el umbral de 1,6 kcal mol-1.

p.R149C (g.940C>T)En ambos modelos se pripdgue esta mutacion desestabilizaria la
proteina Como se observa en Eigura 38, la C147 se ubicaria cercana a la R149 en la

proteina salvaje. Si bien ambos residuos se encontsatia® la misma alfa hélice (Bigura
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34), estan orientados en direcciones opuestas y por o t@nse espera que se forme un
puente disulfuro con la mutacion C149. Asimismo, este resideacentra lejano al grupo
HEMO. Se infiere, por lo tanto, que el efecto mas probaiiieesla actividad enzimatica

seria una desestabilizacion de la proteina.

Figura 38: Esquema representativo de la alfa hélice D

El residuo C147 con el residuo mutante C149 se muestran enatiescopuestas

p.M283V (g1695A>G) Esta variante esta muy cerca de la mutacion p.V281L bélize |
(Figura 34) y lejos del HEMO. En contraste con lo que se obsemap&281L Tabla 11),
mientras que para nuestro modelo se predijo que esta mufasde estabilizar a la
proteina, para el modelo 2GEG se predijo una desestabilizal@éta misma. Estas
discordancias podrian estar relacionadas con las difasemncontradas entre los dos
modelos en la estructura prevista para esta region deotein®, como se observa en la

Figura 39.

p.E431K (g.2515 A>E La mutacion se encuentra en el comienzo de héligegura 34) y
para ambos modelos se predijo que esta variante no alekestia a la proteina, sino que
por el contario, la estabilizaria levemente (~ 0,2 kad)/r(iTabla 12). De todas formas
ninguno de los dos modelos super6 el umbral de 1,6 Kcal/mol-1 quarsiderar una
diferencia significativa en la estabilidad con respecto prddeina salvaje. Sin embargo,
analizando la estructura en detalle, este residuo seteart@mexpuesto en la superficie de la

proteina. En presencia de la mutacion se produciria un @adebiin aminoacido de carga
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negativa (acido glutdmico) a uno de carga positiva (lisibaino se observa enfigura 40,

el cambio p.E431K implica un cambio sustancial en la cargaprfEcie que exhibiria la
proteina, afectando potencialmente su interaccion comdiigacomo por ejemplo la POR.

El efecto que esta mutacién ejerceria sobre la estabilidaadpteteina seria probablemente
independiente de la mutacion p.D322G que se encontré en el ralslno De acuerdo al
modelado, ambas mutaciones se ubicarian lejos en lactesér de la proteina y estarian

orientadas en direcciones opuestagyra 37).

p.L429fs y p.H466fs Estas mutaciones no pudieron ser evaluadas mediardelado

molecular dado que generan un corrimiento en el marco ctigrdecon el agregado de
muchos aminoacidos en la region carboxi-terminal de laeimat Ninguna de las
cristalografias, por lo tanto, puede ser utilizada comotifidarpara incorporar estos

aminoacidos al modelo.

Figura 39: Representacion de la estructura tridimensional predica de las regiones cercanas a

los residuos V281 y M283 para los modelos Biskit y 2GEG

En verde se muestra el modelado de la region para Biskihgranaja el modelado para el 2GEG.
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Figura 40: Carga electrostatica superficial de la protein&450c21

Electrostatica de la superficie dia
proteina de tipo salvaje con el residi
E431 y de la mutante con el residu
K431. Las regiones Acidicas ¢
representan en rojo y las basicas en. az

OBJETIVO 3: Analizar la expresion in vitro de las mutaciones noveles halladas

IV.3.1. ANALISIS FUNCIONAL DE LAS MUTACIONES EN LA REGION
CODIFICANTE

Para evaluar los efectos que producen las mutacione®s®adire la actividad residual de la
21-hidroxilasa, se realizaron ensayos funcionales pareankl expresion y la actividad de
las diferentes mutaciones puntuales halladas en lanregdificante del ge@YP21A2

Para tal fin, las diferentes mutantes se crearompuagénesis dirigida sobre el ADN copia
(ADNCc) de la proteina salvaje clonado en un vector de exprd8ilateriales y Métodos
apartado 111.3.1.1). Se generaron todas las mutantes punermaléorma aislada (p.R132C
p.R149C, p.M283V, p.E431K, p.D322G) y para el caso del alelo que poseiadames en
cis (p.E431K y p.D322G), también se obtuvo la doble mutante. No &gyénon las 2
mutaciones que generaban cambios en el marco de lectud24fsly p.H466fs) dado que

ambas producian un corrimiento del marco de lectura que danduta formacién de
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proteinas mas largas que la secuencia que se encontrasaidamen el vector (Materiales y
Métodos, apartado 111.3.1.1). Finalmente se cre6 unamteitadicional, la p.1172N (asociada
a la forma VS de la patologia), que posee una actividad régidvitro de alrededor del 2%

y que se utilizé en los ensayos como control de una neutamt baja actividad enzimatica.
En todos los casos se secuencid todo el inserto pardamrajue sélo se hubiera generado
la mutacién deseada. Lkigura 41 muestra electroferogramas representativos de las
diferentes mutantes individuales y Rigura 42 muestra el electroferograma de la

mutagénesis obtenida para la doble mutante p.D322G y p.E431K.

Figura 41: Electroferogramas representativos de los difereas vectores mutagenizados con las

variantes en forma aislada
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A-F: Vectores con la mutacién R132C (C>T), p.R149C (C>T), p.M283V (A>Gp.E431K (G>A),
p.D322G (A>G) y p.I1172N (T>A), respectivamente. Con la flechsefala la base cambiada y subrayado se
muestra el triplete afectado por la mutacion.
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Figura 42: Electroferograma representativo de la mutagénesis dirigida del e&r con
las variantes p.D322G y p.E431K
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Con las flechas se sefialan los nucleétidos mutados,yadbrae muestra el triplete involucrado en cada
mutacion.

IV.3.1.1. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Las mutantes obtenidas se expresaron transitoriamantélelas COS-7. Las actividades
enzimaticas se ensayaron mediante cromatografialaaa plelgada (TLC) a partir del
sobrenadante celular obtenido luego de incubar las calalados dos sustratos naturales
para la enzima, progesterona y 17-OHP, marcados radmaente. En este sobrenadante
celular se estimd la capacidad de conversion de amigisatos en sus productos 11-
desoxicorticosterona (DOCA) y 11-desoxicortisol, respanotente (Materiales y Métodos,
apartado 111.3.1.3)En todos los ensayos, ademas, se transfectaronscéarael vector que
no poseia el ADNc (vector vacionaock.

La Figura 43 y la Tabla 13 muestran la actividas residua¢s observadas para cada
mutacion. Las mismas se expresan relativas a la aatiddda proteina salvaje que se la

definié arbitrariamente como 100%. En todos los casos &gjdas actividades obtenidas se
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normalizaron a la actividad de B-galactosidasa obtenida a partir de un vector que se co-

transfect6 en paralelo (Materiales y Métodos, aparthdoll.4).

Figura 43: Porcentaje de actividad enzimatica residual deada mutacion
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Las diferentes actividades se expresan en comparacida actividad de la proteina salvaje que se definié
arbitrariamente como 100%. Se utilizaron los dos sustdda enzima: 170HP y progesterona. Cada
actividad se normalizé la actividad de B-galactosidasa. Las barras representan el promedio dmakr8
experimentos para 2 colonias diferentes de cada mutaaidsucoespectivo error estandar. E+D: Doble
mutante p.E431K y p.D322G.

Tabla 13: Actividad enziméatica residual de las mutantes punales en regiones codificantes

ACTIVIDAD ENZIMATICA
MUTANTE
17-OHP PROGESTERONA

p.R132C 354% +7,4 15,5% + 2,7
p.R149C 35,8% * 14,6 47,3% +12,9
p.M283V 16,2% + 9,3 19,0% + 6,8
p.E431K 26,2% + 3,8 24,2% 7,4
p.D322G 41,6% = 8,4 32,4% + 16,7

E+D 2,1% +1,1 5,63% + 3,3

Los valores se expresan como porcentajes y represehfmomedio+ el

error estandar de 3 experimentos en los cuales se ensaymgatzade por
duplicado y al menos dos colonias diferentes para cadaEdia. Doble
mutante p.E431Ky p.D322G.
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Cuando las mutantes fueron ensayadas en forma aistatladas los casos se observd una
disminucion de al menos el 50% en la actividad residual. wante p.D322G presentd una
actividad residual similar a la hallada en un trabajo préBieicken y col., 2009). De
acuerdo a los valores obtenidos, las diferentes mutamd@sduales se relacionarian con
alelos leves asociados a la FNC de la patologia.

Por otro lado, se observé que con la construccion que plaseiautaciones p.E431K vy
p.D322G ertis, seproducia un descenso sinérgico de la actividad enzimaticgecqasociaria
con un alelo moderado relacionado a la forma VS de la gé&tolo

En las condiciones empleadas en este trabajo la mntadil72N presentd una actividad

residual de 1,2 + 0,1%.

IV.3.1.2. ANALISIS POR WESTERN BLOT

Para determinar si las mutaciones en la region codificdel genCYP21A2afectaban el
nivel de expresion de la proteina, se realizaron estudiod/etgern blot(\WWB) con las
proteinas obtenidas a partir de homogenatos de células C@$sféttadas con las diferentes
construcciones. LRigura 44 muestra un WB representativo.

Como se observa en Fgura 44, se detectd una expresion comparable entre la proteina de
tipo salvaje y las mutantes p.R132C, p.R149C y p.M283V. Por otrogada Jas mutaciones
p.E431K, p.D322G y p.E431K + p.D322G se observa una menor cantidagmbeeina 21-

hidroxilasa.
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Figura 44: Analisis de la expresion de las diferentes mamtes por WB.
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A: WB representativo de la expresion de la proteina salyaje las
diferentes construcciones mutagenizatasCuantificacion de la expresion
por densitometria. Los niveles de proteina de las difssezonstrucciones

de CYP21A2 se expresaron como la relacion entre la demsifarnobtenida
para CYP21A2 yla B-actina, teniendo en cuenta la actividad de B-
galactosidasa como control de eficiencia de transfecclas barras
representan la mediael error estandar de 2 extractos diferentes ensayados
2 veces cada uno. E+D: Doble mutante p.E431K y p.D322G.

IV.3.2. ANALISIS FUNCIONAL DE LA MUTACION c.652-2A>G EN LA REGION
INTRONICA

Como se detalld en el apartado 1V.1.4.2 de Resultadosedaslios bioinformaticos
predijeron que la mutacién c.652-2A>&ularia el sitio aceptor consenso sjgicing
Asimismo, se predijo la utilizacion potencial de 2 sitioipt@os, uno ubicado en el medio
del intrén 5 y otro ubicado en el exén 6.

Para corroborar estas predicciones, se realizo el estudimnal de la eficiencia deplicing
mediante la construccién de un minigén. Este minigén corterdgion desde el exén 4 al 7
del genCYP21A2salvaje o mutada, clonada en el medio del exén 3 del gemglabina y
cuya expresion esta bajo las o6rdenes del promotor deglabina (Materiales y Métodos

apartado 111.3.2.1). La identidad de cada inserto se confion&ecuenciaciéri-{gura 45).
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Figura 45: Electroferogramas representativos de los insertos salvaje y mutadbtenidos de los

alelos de la paciente con la mutacién ¢.652-2A>G
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A: Alelo salvaje,B: Alelo mutado. La flecha sefiala el nucleotido A (sajvajeG (mutado) en
homocigosis.

El minigén asi construido se transfectd en células HEK-29Ba ldeY-1 y la eficiencia de
splicing se midi6 por una RT-PCR radioactiva utilizando cebadoregsparean en la region
de empalme entre el exdén 3 deglobina y elCYP21A2 De esta manera, el producto
amplificado solo correspondia al minigén. Este fragmetgoamplificacion poseia una
longitud de 757 pb si no se producian eventosptieing mientras que el ADNc salvaje sin
intrones presentaria una longitud de 387pb.

Los ensayos funcionales revelaron que en las treaslicelulares analizadas, tanto la
construccion salvaje como la mutada presentaban un sglodrdo producto delsplicing
del minigén Sin embargo, los mismos eran de diferentes tamafosngraocion con el
minigén mutado presentaba una isoforma de ARNmM mas cortéaqlee la construccion
salvaje(Figura 46A).

A los efectos de verificar la identidad de estos fragasgnbs mismos fueron secuenciados.
Este andlisis demostré que el producto que se formaba admrélelo mutado presentaba
una delecién de 16 nucledtidos como consecuencia de la ubitizéel sitio aceptor criptico
de splicing dentro del exén @Figura 46B). El uso de este sitiprovoca que se elimine todo
el intrén 5 junto con 16 pb del exén y se produce un comibmien el marco de lectura al
momento de la traduccion de la proteina con la aparicionndeoddn de terminacion
prematuro 12 pb rio abajo en la secuencia codificanteFigura 46C resume los eventos

mencionados.
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Figura 46: Analisis desplicing de los pre-mRNA de tipo salvaje y con la mutacion c.652A>G
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A: Electroforesis representativa en gel de poliacrilardigldos productos radioactivos de la RT-
PCR de los mensajeros del minigén salvaje y mutado epo8 tGelulares diferentes. SVJ:
construccion salvaje; MUT: construccion mutante; -T:tramsfectado; -RT: sin transcripcion
reversa;, MPM: marcador de peso moleculBr. Electroferogramas representativos de los
productos de la RT-PCR para la construccion salvaje y neut&mt cada caso se muestra el
empalme del exén 5 y 6. Subrayado se muestran los 16 ntotkebgresentes en la secuencia de
tipo salvaje y ausentes en la mutar@e. Diagrama que resume la estrategia utilizada y los
resultados obtenidos. Con la cruz se representa ellsilio mutacion. Las letras por encima de la
secuencia representan los nuevos aminoécidos quedseitian por el corrimiento del marco de
lectura. La delecion de 16 nt esta en cursiva y subrayadafléchas rayadas representan los
cebadores utilizados en la FPTGR que abarcan las regiones a-globina yCYP21A2en el minigén.
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OBJETIVO 4: Correlacionar el genotipo hallado en los pacientes con edfiotipo que
exhiben.

Como se menciond anteriormente, mediante la secw#htidel genCYP21A2y luego de
realizar las predicciones bioinformaticas y los ensafymxionales correspondientesl
genotipo se completé en 27 de los 87 pacientes (15 FC y 12 EF0OC y 16,6%,
respectivamente).

El alto nimero de alelos que no poseen mutaciones en Ee21A2en los pacientes de la
FNC sefalarian que es probable que los valores de 17-OHPdoslizamo limites de corte
para su inclusion como afectados estén sobreestimandevédegrrcia de la patologia.

A los efectos de discriminar si los valores hormonaisrian entre los pacientes FNC
totalmente genotipificados y aquellos que no, se comparasovalores de 17-OHP basal y
post estimulacion con ACTH, asi como los de Dehidroepiatei@na-sulfato (DHEA-S),
Testosterona (T) y Androstenediona (A), de 271 paciensgmasticados como FNC. Los
pacientes fueron agrupados de acuerdo a si poseian losZnalgélos, uno o ninguno luego
del estudio de las 10 mutaciones mas frecuentes y/o seai@nci& su vez, los pacientes
FNC totalmente genotipificados fueron divididos de acuerdd poseian o no un alelo
severo, a los efectos de establecer si sus valoreohales diferian en forma significativa
entre si o con los otros grupos en estudio. En estos gilegascientes se analizé también si
la edad de aparicidén de la sintomatologia diferia.

Asimismo, nos propusimos analizar si los genotipos halladoles pacientes de nuestra
cohorte se correspondian con una o0 mas formas de @@éartlinica y si la/s misma/s era/n
la/s esperada/s de acuerdo a su genotipo.

La Tabla 14 resume el nimero de pacientes incluidos en cada grupceg@rgarte del

estudio.
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Tabla 14: Pacientes clasicos y no clasicos incluidos para el aséligenotipo-fenotipo

CLASICOS NO CLASICOS
PS VS L/L L/S L/N SIN N/N
HOMBRES 25 11 9 9 0 1 0
MUJERES 28 38 83 108 21 11 29
SUBTOTAL 51 a7 92 117 21 12 29
TOTAL 98 271

L: alelo leve, S: alelo severo, N: alelo normal, P&dedor de sal, VS: Virilizante simple.

IV.4.1. ANALISIS DE PARAMETROS FENOTIPICOS EN PACIENTES NO
CLASICOS Y SU CORRELACION CON EL GENOTIPO

Se analizaron los valores hormonales de 17-OHP bas@HFP7post ACTH, A, T y DHEA-

S de 271 pacientes de la FNC que tenian las dos mutaciorsesiteaude la enfermedad
luego del estudio de las 10 mutaciones mas frecuentes (neXfi) en su defecto, fueron
secuenciados (n=72). Como se menciond precedentemergaciestes fueron agrupados en
5 categorias segun la cantidad de alelos mutados y ladghvde las mutaciones. Para
determinar la severidad de cada alelo, se tuvieron en closntdatos consignados en la
bibliografia o los obtenidos en este trabajo de tesisoff@ilado, no se incluyeron pacientes
con genotipos inciertos, 0 sea aquellos que por la metddaltiigzada en nuestro laboratorio
no se hubiera podido determinar si eran homocigotas parautagion leve o hemicigotas
(en este dltimo caso corresponderia agruparlos como h/Sugar de L/L si fueran
homocigotas).

Los valores promedio de las hormonas para cada uno 8eglagos en estudio se observan

en laTabla 15. LasFiguras 47y 48 resumen los resultados obtenidos.
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Tabla 15: Valores hormonales para cada grupo en estudio

17-OHP | 17-OHP
GRUPO | BasaL |pPosTAcTH| A T DHEA-S

UL 16,0+1,3 | 39,246,9 | 4,3+0,5( 1,4+0,3| 2313,0+306,7
(94) (39) o) | (49 (34)

s 232+1,6 | 423+4,1 |5,6+0,3|2,1+0,4| 1977,3+203,0
(108) (34) 61) | (56) (46)

UN 5,2+0,8 16,0+1,7 | 3,0+0,5| 2,7+2,2| 2158,9+291,7
(21) (19) (6) (7) (10)

SIN 6,120,7 17,3+2,3 | 2,4+0,7| 1,840,6| 939,9+460,6
(12) (10) (6) (7) (5)

N 7,540,9 18,1+2,4 | 3,7+0,7| 2,8+1,0| 1763,6+400,3
(29) (19) 13) | (13) (13)

Los valores se expresan como el promedio en ng/mlcenrsr estandar. L: alelo leve,

S: alelo severo, N: alelo normdl7-OHP: 17-OH Progesterona, A: androstenediona, T:

testosterona, DHEA-S: dehidroepiandorstenediona-suldatoe paréntesis se consiga

en numero de individuos analizados de cada grupo.
Los resultados obtenidos indican que los valores de 17-@bk tweron significativamente
diferentes entre aquellos pacientes que poseian doslalesgL/L) y aquellos con un alelo
leve y uno severo (L/S). Asimismo, se observo que eatgrupos de pacientes poseian
valores hormonales de 17-OHP basal estadisticameifiéeerdes a los valores que
presentaron tanto los pacientes que poseian un solaralédalo, ya sea leve o severo, y los
gue no poseian mutaciones en ninguna copia dgFigura 47A).
Al analizar los valores de 17-OHP post ACTH, no se obsanvdiferencias significativas
entre los grupos L/L y L/S, pero si entre ellos y elaed# los grupos en estudibigura
47B).

Al comparar los valores hormonales de A, T y DHEARS se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos estud{aansa 48).
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Finalmente, se analiz6 para los diferentes grupos de gendtpedad de aparicion de los
sintomas. Los resultados obtenidos se resumen Eabla 16 y en laFigura 49. Como se

observa, no se hallaron diferencias significativas paiguno de los grupos en estudio

Figura 47: Valores de 17-OHP basal o post ACTH para los distintagupos de genotipos
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A: 17-OHP basal (n=264R: 17-OHP post ACTH (n=121). A la izquierda se grafica la media de
los valores hormonales (en ng/ml) de los pacientesicenrer estandar. A la derecha se grafican
los valores individuales de los pacientes. La barra hdakoepresenta la media. L: alelo leve, S:
alelo severo. N: alelo normal. 17-OHP basal: a vs. h0g50 a vs ¢, p=0,015; b vs. ¢, p=0,022.
17-OHP post ACTH a vs.b: p=0,03.
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Figura 48: Valores hormonales de Androstenediona, Testosterary DHEA-S para los distintos
grupos de genotipos
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A: Androstenediona (n=126); B: Testosterona (n=127); C: DHE®&=108). Los valores se
expresan en ng/ml. A la derecha se grafica la media delamss hormonales de los pacientes
con el error estandar. A la izquierda se grafican lteres individuales de cada paciente. La

barra horizontal representa la media. L: alelo leveal8lp severo. N: alelo normal. No se
observan diferencias significativas.
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Tabla 16: Valores promedios de las edades al momento de la ajpa@n de sintomatologia para
cada grupo en estudio

GRUPO N EDAD
L/L 63 24,2423
L/S 85 20,6+1,3
L/N 19 16,8+2,7
SIN 12 14,7+3,4
N/N 28 20,3+1,5

L: alelo leve, S: alelo severo, N: alelo normal. Los
valores de edad se expresan en afios como el
promedio s con su error estandar. N= namero de
individuos en cada grupo.

Figura 49: Edades al momento de la aparicion de la sintomatologfera los distintos grupos de

genotipos de los pacientes NC
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Los valores se expresan en afos. A la izquierda seagrdfis medias con los errores estandar
para cada grupo en estudio. A la derecha se grafican toesvahdividuales de cada paciente. La
barra horizontal representa la media. L: alelo leveal8lo severo, N: alelo normal. No se
observaron diferencias significativas entre ninguno slgfopos estudiados (n=207).

Dado que tanto para 17-OHP basal como post estimulo con A€®bissrvaron diferencias
significativas entre aquellos pacientes que poseian loalelos mutados y aquellos que no,
se agruparon a los pacientes de acuerdo a rangos de videetormona a los efectos de
analizar cuantos individuos poseian 2 , 1 o ningun alelo metadada rango. Utilizamos los
datos de 17-OHP post ACTH dado que se postula que estos estudisnamvariables que

el dosaje de 17-OHP basal (Street y col., 1997). La pruebestdmulo con ACTH fue
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realizada en 121 de los 271 de la FNC de nuestra cohorsepadientes se agruparon en 4
categorias de acuerdo al valor de 17-OHP que presentarsriintites superiores de cada
intervalo corresponden, en el primer caso, al valoimo de 17-OHP en el cual hallamos
pacientes con 2 mutaciones. Para los otros intervaksgalores superiores son relativamente
arbitrarios. En el segundo intervalo, el mismo se spoede a los valores minimos de 17-
OHP post ACTH que se observd en otras poblaciones para l@snteactotalmente
genotipificados (Bachega y col., 2000) y el tercer coetecaresponde con los valores
hormonales mencionados por otros autores como criterigisclision mas certeros de la
patologia (Ezquieta y col., 2002a). Oabla 17 y la Figura 50 resumen los resultados
obtenidos.

Como se observa en [aabla 17, a pesar de que los criterios de inclusion de nuestro
laboratorio (y de otros a nivel mundial) utilizan un vader17-OHP post ACTH mayor a 10
ng/ml, ningun paciente de nuestra cohorte con un valor d@HF post-estimulo menor a
12,5 ng/ml presentaban ambos alelos del@¥R21AZ2mutados. Mas aun, de un total de 22
pacientes que poseian valores de la prueba entre 12,5 y 17 sgbm8 poseian las dos
mutaciones que explicaban su fenotipo.

Once pacientes presentaron valores entre 17 y 20 ng/mls dedtes en 8 de ellos (72,7%)
se observaron las dos mutaciones causantes de la edé&tm Finalmente, 73 pacientes
posean valores de 17-OHP superiores a 20 ng/ml, de los cuales, @4 826) se demostro

la presencia de 2 mutaciones en el G&iP21A2
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Tabla 17: Pacientes de la FNC con 2 mutaciones, 1 o ninguregrupados segun el rango de

valores de 17-OHP post estimulo con ACTH

17-OHP POST [ 0-1 MUTACION [2MUTACIONES [ 1o7a, | % CON 2
ACTH (ng/ml) (N) (N) MUTACIONES
>10<12,5 15 0 15 0
>12,5<17 19 3 22 13,6
>17<20 3 8 11 72,7
>20 11 62 73 84,9
TOTAL 48 73 121 60,3

Figura 50: Representacion grafica de pacientes de la FN€on 2 mutaciones, 1 0 ninguna

ninguna, segun el rango de valores de 17-OHP post estimul;mesCTH

cantidad de pacientes

80
60 +~

o

210<12,5 212,5<17 217<20 220
valores de 170HP post ACTH en ng/ml

En violeta se muestran los pacientes que poseian sélonimgim
aleloCYP21A2nmutado. En lila se muestran los pacientes con ambos

alelos mutados.

IV.4.2. CORRELACION ENTRE EL FENOTIPO OBSERVADO Y EL ESPERADO

DE ACUERDO AL GENOTIPO HALLADO EN PACIENTES CLASICOS Y NO

CLASICOS

Con el fin de evaluar si un mismo genotipo puede presdatitarentes fenotipos, se

analizaron todos los genotipos que presentaron 98 pacieffdsFS y 47 VS) y 209 de los

271 pacientes FNC que presentaban ambos alelos mutados.loEmiacientes clasicos, no

se incluyeron pacientes con genotipos inciertos, oasgellos que por la metodologia
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utilizada en nuestro laboratorio no se hubiera podido detarsiisean homocigotas para una
mutacion o hemicigotas. Para cada caso se considgedotibo esperado teniendo en cuenta
los datos de la actividad residual del alelo menos afectadcuerdo a la literatura, o bien
los datos obtenidos en esta tesia.Tabla 18 resume los resultados obtenidos cuando se
analizaron los fenotipos de aquellos pacientes que presenikabal0 mutaciones mas
frecuentes derivadas del pseudogen ydala 19 cuando se analizaron los fenotipos de

aguellos pacientes con mutaciones menos frecuentesioviales halladas en este trabajo.

Tabla 18 Genotipos y fenotipos esperados y/o hallados en los pacientes totalmente

genotipificados mediante el estudio de las 10 mutaciones mas frentes

FENOTIPO

GENOTIPO ESPERADO FENOTIPO OBSERVADO

PS VS NC

p.1172N/p.1172N VS 0 3 0
p.1172N/p.R356W VS 1 2 0
p.1172N/p.Q318* VS 1 3 0
p.1172N/ c.283-13A/C>G VS 1 14 0
p.1172N/Del o Conv VS 0 1 0
p.1172N/5 macroconv VS 0 8 0
p.1172N/Del 8pb VS 0 2 0

1172N/ ¢.283-13A/C>G -
P 0.O318" VS 0 1 0
p.1172N/Clu EX6 VS 0 1 0
p.V281L/p.1172N NC 0 0 13
p.P30L/p.1172N NC 0 0 1
p.P453S/p.1172N NC 0 0 1
p.V281L/p.1172N-p.V281L NC 0 0 1
c.283—igﬁllgzgl C.283- PSN/S 7 5 0
p.V281L/c.283-13A/C>G NC 0 0 32
€.283-13A/C>G /p.R356W PS/VS 2 1 0
€.283-13A/C>G /Clu EX6 PS/VS 1 0 0
€.283-13A/C>G /Del 8pb PS/VS 1 0 0
- >G -
o Pas3SiDel PS 1 0 | o
C/'2,83'13A/ C>G PSIVS 4 1 0
5"macroconv
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FENOTIPO
GENOTIPO ESPERADO FENOTIPO OBSERVADO
€.283-13A/C>G /p.Q318* PS/IVS 3 2 0
c.283-133/f;)(?6/p.V281L- PS/VS 1 0 0
€.283-13A/C>G /Del PS/VS 4 0 0
Clu EX6/Del o Conv PS 1 0 0
p.Q318*/Del PS 1 0 0
p.P30L/c.283-13A/C>G NC 0 0 1
p'V281L/;:|23%%-L13A/C>G - NC 0 0 1
p.Q318*/p.Q318* PS 2 0 0
p.Q318*/p.R356W PS 2 0 0
p.Q318*5 macroconv PS 1 0 0
p.V281L/p.Q318* NC 0 0 14
p.Q318%/p.R356W-p.P453S PS 1 0 0
p.Q318%p.V281L-Ins T EX7 PS 1 0 0
5’macroconv/5 macroconv PS 2 0 0
5’macroconv/Del PS 1 0 0
p.V281L/5 macroconv NC 0 0 12
p.V281L/Del o Conv NC 0 0 3
p.R356W/Ins T EX7 PS 0 1 0
Del 8pb/Del 8pb PS 1 0 0
p.V281L/p.R356W NC 0 0 9
p.P453S/p.R356W NC 0 0 1
p.V281L/p.R356W-p.P453S NC 0 0 1
p.V281L/p.v281L NC 0 0 69
p.vV281L/Del 8pb NC 0 0 6
p.V281L/Clu EX6 NC 0 0 2
p.V281L/Del NC 0 0 2
p.V281L/p.P30L NC 0 0 6
p.V281L/p.P453S NC 0 0 15
p.vV281L/p.vV281L-Clu EX6 NC 0 0 2
p.V281L/p.V281L,p.v281l NC 0 0 2
p.v281L/p.v281L,p.Q318* NC 0 0 1
p.P453S/Del NC 0 0 1
p.P453S/Del 8pb NC 0 0 1

5'macroconv: 5'macroconversion; Del 8pb: p.G110_Y112delfs; CK6: Ep.I1236N, p.V237E,
p.M239K; Ins T EX7: p.306insT. Para las mutaciones que posetividad residual distinta, se
consigna primero en el genotipo el alelo con actividatdual més alta. Los niumeros en negrita
representan pacientes con genotipo-fenotipo discordfuftaciente con 3 copias del gen
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Tabla 19: Genotipos y fenotipos esperados y/o hallados en los pacientegalinente

genotipificados que poseian mutaciones menos frecuentes o noveles

FENOTIPO

GENOTIPO ESPERADO FENOTIPO OBSERVADO

PS VS NC

p.V281L/p.R149C NC 0 0 1
p.V281L/p.R426H NC 0 0 2
p.V281L/p.D322G,p.E431K NC 0 0 1
p.V281L/p.R483fs NC 0 0 1
p.V281L/p.P482S NC 0 0 2
p.P482S/5 macroconv NC 0 0 1
p.R479L/5 macroconv NC 0 0 1
p.M283V /5 macroconv NC 0 0 1
p.M283V/c.283-13A/C>G NC 0 0 1
€.283-13A/C>G /p.R341P PS/VS 1 2 0
p.H62L/c.283-13A/C>G NC 0 1 0
€.283-13A/C>G /p.R444* PS/VS 1 0 0
€.283-13A/C>G,p.Q318%/p.H466fs PS/IVS 1 0 0
p.R356W/p.R483fs PS 1 0 0
€.283-13A/C>G/p.V281L- p.R483f  PS/VS 1 0 0
p.R483Q/c.652-2A>G VS 0 1 0
p.1172N/p.L429fs VS 1 0 0
p.1172N/p.R356Q VS 0 1 0
p.M1V/Del 8 pb PS 1 0 0
5’macroconv/p.R444* PS 1 0 0
p.R444*p.Q318* PS 1 0 0
p.R444*-p.R483W-p.Q318* PS 1 0 0

5’'macroconv: 5'macroconversion; Del 8pb: p.G110_Y112delfs; Cl&: pd236N, p.V237E, p.M239K;

Ins T EX7: p.306insT. Las mutaciones noveles se muestriarayadas. Para las mutaciones que poseen
actividad residual distinta, se consigna primero en rebtigo el alelo con actividad residual mas alta. Los
numeros en negrita representan pacientes con genotigtiptediscordantef Paciente con 3 copias del gen

Como se observa, el genotipo mas frecuente para losnfExiedle la FNC fue
p.vV281L/p.V281L. El mismo estuvo presente en 69 de los 209 paciesiessio, 130 de
los 140 pacientes restantes presentaron al menos urcatela mutacion p.V281L. Para la
forma clasica PS el genotipo mas frecuente fue ¢.283-13A/C>G/tR8E>G (7/51
pacientes). Por otro lado, 22 de los 44 pacientes resfaetsEntaron al menos un alelo con

la mutacion ¢.283-13A/C>G. Por altimo, para la forma VS @logjpo mas frecuente fue
152



Melisa Taboas Capitulo IV- Resultados

p.1172N/c.283-13A/C>G (14/47 pacientes) y 40/47 pacientes presentar@m@s om alelo
con la mutacion p.1172N.

Como se menciond en la introduccion de esta tesiw HSC por déficit de 21-hidroxilasa,
el fenotipo del paciente se corresponde con el alelopgesenta mayor actividad de la
enzima. En el caso de los pacientes de nuestra cokerthserva que existiria una alta
correlacion entre los fenotipos observados y los adpsrde acuerdo al genotipo hallado
tanto para aquellos que poseian las mutaciones mas frecwem® para aquellos que
poseian mutaciones poco frecuentes o novélkesldés 18 y 19) S6lo 7 genotipos de un total
de 76 (92%) se asociaron con formas de presentacion cliniteredies a la esperada (no se
incluyen en este analisis aquellos genotipos que posesutiion ¢.283-13A/C>G ya que
la misma puede asociarse tanto con la forma VS comdM§Hn y col., 1995; Speiser y
White, 1998). Es asi que 36 de los 40 pacientes clasicos quarptsenutacion p.1172N
presentaron la form®S, pero 4 eran PS. Por otro lado, si bien la mutacion p.R3p6aVv
InsT EX7 se asocian generalmente con la forma PBaciente compuesto heterocigota para
ambas mutaciones presento la forma VS.

Asimismo, como se observa enTlabla 19 yde acuerdo a los datos de la literatura, en la
paciente que poseia la mutacidon pH62L en heterocigosis compoesta mutacion c.283-
13A/C>G (paciente 384) se hubiera esperado el fenotipo NC arifardel VS observado
(ver caracteristicas clinicas de la paciente en el ANEXO

La presencia de ambas mutaciones, p.H$21283-13A/C>G, ettrans se dedujo al analizar
los electroferogramas correspondientagifra 51). La paciente presentaba un polimorfismo
en el intron 2 (6 o 7G seguidas) que permiti6 determinar conatpl@ segregaba cada

mutacion
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Figura 51: Electroferogramas representativos de la pacient&84
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Las mutaciones se sefialan con flechAs Mutacion
g.185A>T (p.H62L).B: Electroferograma representativo

Capitulo IV- Resultados

del fragmento reverso y complementario donde se muestra
la presencia deducida de ¢g.185A>T (p.H62L) en el alelo

portador del polimorfismo g.562-568del@: Mutacion

€.283-13A/C>G en el alelo homologo.

La mutacion p.H62L se encontraba en el alelo con las 6&6tas que la ¢.283-13A/C>G

se encontraba en el alelo con las P@r otro lado, se descartd que no se hubiera detectado

una mutacion adicional en alguna copia del gen por faltargeificacion de un alelad(op-

out), ya que la paciente presentaba ademas los polimorfismoeaensia p.K102R,

p.D183E y p.N493S.
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El trabajo aqui presentado tuvo como eje central etiestlel principal gen implicado en la
etiologia de las Hiperplasias Suprarrenales CongénitagereCYP21A2 Este gen es el
responsable del déficit de la enzima 21-hidroxilasa y su estmbira relevancia si se
considera que la deficiencia de 21- hidroxilasa es:

» Una de las enfermedades de origen autosémico recesivivetidsntes.

» La causa del 60% de genitales ambiguos en nifias recién nacidas.

» Una de las pocas enfermedades genéticas con posibilidadesitieespde bajo costo

y accesibles a la poblacién general, que garantiza udadale vida normal.

La sintomatologia clinica del déficit de 21-hidroxilasa cande un amplio espectro de
manifestaciones que van desde formas severas con périidalhssta aquellas con signos
leves de hiperandrogenismo. Asi, la deficiencia de 21-hidroxifmsade valorarse
clinicamente como severa o clasica y leve o ndcelds de presentacion tardia. La forma
clasica se manifiesta durante el periodo perinatal comssiginicos debidos a la falta de
produccion de aldosterona y/o cortisol, mientras que lalagica presenta manifestaciones
clinicas menos severas después del nacimiento, enmarprinfancia, en la pubertad o en la
edad adulta y sus principalsgnos son debidos al exceso de andrégenos (White y Speiser,
2000.

A partir de la realizacion de pesquisas neonatales, seaesha incidencia media para la
formas clasicas (PS y VS) de 1/15000 (Pang y Clark, 1993; Whiteeige®, 2000). En
nuestro pais, por su parte, los datos obtenidos del Programasdeisa Neonatal de la
Ciudad de Buenos Aires en el 2010 estimaron una incidencld16e650 (Programa de
pesquisa Neonatal de la Ciudad de Buenos Aires, Ley 1808, dato®d2d1]. Para la FNC
se estima una prevalencia de 1/100 a 1/1000, dependiendo del dmigerdé los afectados

(Speiser y col., 1985; Dumic y col., 1990). Si bien las mamitéstes clinicas en las mujeres
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son evidentes (pubertad precoz, trastornos menstruales, igtoligI ovarica, hirsutismo o
infertilidad), se considera que existe un subdiagndstidosemarones de la FNC- asi como
también en los varones con la forma VS- ya que esildiie lleguen a la consulta por
sintomas de hiperandrogenismo. Aquellos afectados que no hagsentado pubarca
temprana probablemente no sean diagnosticados, puesuna @sactica frecuente solicitar
dosaje de 17-OHP en los varones que consultan por infattikgelos varones nacidos con
la forma perdedora de sal de la enfermedad, la situacion peregliérsmas grave dado que el
nifio puede morir con una crisis de deshidratacion duranpgireer mes de vida sin que
previamente se haya sospechado la enfermedad. En estss leapesquisa neonatal es el
medio mas importante para su deteccion.

La variabilidad de las formas clinicas es una manifestatgdigrado de actividad residual
gue presenta la enzimiaa deficiencia enzimatica se debe a mutaciones en eCY&21A2

y debido al caracter autosdomico recesivo de la patologisascopias del gen deben estar
alteradas para que la patologia se exprese clinicantgrdignificado clinico de poseer una
mutacion en una de las copias @&P21A2aun no ha sido determinado. Si bien no parece
ejercer una desventaja reproductiva, podria causar signbgperandrogenismo en mujeres
adultas (Dolzan y col., 1999; Lajic y col., 2002; Admoni y c2006).

Las deleciones dEYP21A2y las grandes conversiones, se encuentran fundamentalere
pacientes con la forma clasica, si bien, la mayorepaetlos afectados presentan mutaciones

puntuales. Hasta el presente se han descripto mas de 240 nagdeiow.hgmd.ff.ac.ul,

siendo las mas frecuentes aquellas que derivan del psuedg§eiAl
Aproximadamente, un 75% de los individuos con la deficeinci2 déidroxilasa son
compuestos heterocigotas (Finkielstain y col., 2011; Yool.y 2013) por lo que presentaran

mutaciones diferentes en ambos alelos del gen. Eligensd¢ correspondera con el alelo que
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presenta mayor actividad enzimatica, o sea el alelo mefieastado (Speiser y col. 1992;
Wedell y col., 1994; Ezquieta y col., 1995; Bachega y col., 1398¢| caso de los pacientes
de la FNC, se describi6 que aproximadamente hast&€pd8een en uno de sus alelos una
mutacion severa asociada a la forma clasica (WitghAkziz, 2010; Finkielstain y col.,
2011). Es por este motivo, que conocer la actividad residdabdiferentes mutaciones del
genCYP21A2es sumamente necesario para poder asesorar de una owrect y certera
al paciente sobre su clinica y sobre el riesgo a swedésncia. Por otro lado, y teniendo en
cuenta que se estimd que la frecuencia de portadores de mesas&veras en la poblacion
general es de 1/60 (Pang y col., 1988), el riesgo de estostpadientener hijos con forma
FC (VS o PS) seria de alrededor 1/480 (si se considera una pdaubdvipriori del 50% de
poseer un alelo severo), mucho mayor que 1/15000 esperado pabléion general.
Asimismo, se estimo que la frecuencia de portadores de iontadeves asociados a la FNC
es de 1/16. Por lo tanto, estos pacientes tienen un riesgoakradamente 1/32 de tener
hijos con FNC a diferencia del riesgo poblacional de 1/1000.

Conocer las mutaciones responsables del cuadro clinicoitgpereonocer los riesgos,
asesorar a los pacientes y tomar las medidas preagmiportunamente. Mas aun, teniendo
en cuentad alta frecuencia de individuos portadores en la poblacion @leratualmente
siempre se sugiere el estudio molecular de las patejdss afectados clasicos, y para los
pacientes con FNC, en el caso que posean uno de legscale una mutacion severa (Forest,
2004; Alba y col., 2009).

Otro aspecto a considerar en la deficiencia de 21-hidrox#gasgue los signos clinicos de los
pacientes de la FNC se superponen con los que presentan atosnt@s con
hiperandrogenismo de otro origen. A diferencia de lo que summadda deficiencia de 21-

hidroxilasa, otros tipos de hiperandrogenismo son en la npayte de los casos de causa
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multifactorial. Es muy importante, por lo tanto, realiza diagndstico certero que permita
diferenciar ambas patologias ya que el asesoramientoogeséta diferente en cada caso.
Un afectado con deficiencia de 21- hidroxilasa posee ambéxs aon alteraciones que
podréan variar en su severidad y que podra trasmitir a sundiest@a. Sin embargo, si se
excluye que el afectado posea deficiencia de 21-hidroxilasajesjo de trasmitir
hiperandrogenismo a la descendencia es menor y depemterdddactores genéticos como
ambientales (dieta, estilo de vida, etc.). Por lo tamtda @ctualidad, el analisis molecular es
el método diagndstico definitivo y de eleccién para icowr manifestaciones clinico-
hormonales dudosas, asi como para brindar un correctora®sé&nto genético yestimar el
riesgo certero de descendencia con la forma clasieaetddrmedad.

Nuestro grupo de trabajo se aboco al estudio de esta pateloda poblacion de Argentina
desde el afio 1998. En un trabajo previo se estimo la incaddecias 10 mutaciones mas
frecuentes causantes de HSC por déficit de 21-hidroxilasaestra poblacion (Dain y col.,
2002). Con este analisis se logré genotipificar complettenal 85% de los pacientes
clasicos, caracterizando el 95% de los alelos. Unacgituan poco diferente resulté para los
pacientes no clasicos, en los cuales se genctpmifi completamente solo el 61% de los
pacientesy alrededor del 70% de los alelos. Por consiguierdale esperar la presencia de
mutaciones menos frecuentes o noveles en la zona dekgentural o en zonas regulatorias
enaquellos pacientes en los que reat@eterminar al menos un alelo.

Sin embargo, y en forma no excluyente, era posible quealoeeg hormonales considerados
como limite de corte para la inclusion de pacientes derkmaf no clasica, estuvieran
sobreestimando la frecuencia de la patologia.

Por otro lado, y dado el alto nimero de alelos sin determmoafue posible estimar en los

estudios previos realizados, si los genotipos halladossepaltientes se correlacionaban en
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con el fenotipo que exhibian, tal como se observabaaito porcentaje en varios trabajos
realizados en otras poblaciones.

Por lo tanto, el primer objetivo de este trabajo de tesisfializar la presencia de mutaciones
noveles o menos frecuentes en pacientes con defic@m@a-hidroxilasa en los que restaba
determinar al menos un alelo luego de la busqueda de lasutH@iomes mas frecuentes
derivadas del pseudogén. Este estudio se realiz6 en mudstied3N de 87 pacientes (72
FNC y 15 FC) en las cuales se analizaron las regiondficaatks, intronicas y promotoras
basales del ge@YP21A2p0r secuenciacion.

Mediante este abordaje, hallamos 12 mutaciones pooeefiees descriptas previamente en
la bibliografia en 22 alelog,10 cambios no descripto8 de ellos en la region codificante del
gen, 2 en la region promotora basal y 2 en los intraddemo se discutira mas adelante y
como se consignd en resultados, las 2 mutaciones ezgidn promotora y una de las
mutaciones halladas en uno de los intrones fuesiopriori, consideradas polimorfismos
Considerando que una de las mutaciones noveles fue hall&lpamientes, se hallaron 9
alelos con mutaciones no descriptas previamente. Ensethbllaron 19 variantes que no
derivan del pesudogén y que se relacionarian con la apatei@rpatologia en los pacientes
de nuestra cohorte.

Si consideramos un total de 375 pacientes de nuestra c@iott&NC y 98 FC que fueron
incluidos en este estudio y 3 FC y 3 FNC que habian sido daslpor genotipo incierto)
gue representan 717 alelos no relacionados, la frecuealedah de mutaciones poco
frecuentes fue de 3,07%. Esta frecuencia es compatible adrsérvado en otras poblaciones
donde la prevalencia de mutaciones raras varia entre3, 34y (Stikkelbroek y col., 2003;
Bas y col., 2009; Finkielstain y col., 2011; Krone y col., 20P8). su parte, la frecuencia de

mutaciones noveles en nuestra muestra de pacientes fy25d&, similar a lo reportado de
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1,6% para la poblacion de EE.UU (Finkielstain y col., 201d¢ y1,7% para la poblacién de
Alemania (Krone y col.,, 2013). En la poblacion brasilera esinbargo, la frecuencia de
mutaciones noveles asciende al 4,1% (Bachega y col., 2004).

En cualquier caso, hay que considerar que aquellos pacigntespresentaban las 2
mutaciones mas frecuentes derivadas del pseudogén no faev@masiados en nuestro grupo
de pacientes. Por lo tanto, no se puede descartar que digestos pacientes pueda a su vez
presentar una mutacion menos frecuente o novel asomedatra de las mutaciones mas

frecuentes derivadas del pseudogén y por lo tanto las freasgruarian ser algo diferentes.

V.1. CAMBIOS HALLADOS EN REGIONES CODIFICANTES DEL GEN CYP21A2

V.1.1. MUTACIONES MENOS FRECUENTES YA DESCRIPTAS PREVIAMENTE

EN LA LITERATURA

En nuestro grupo de pacientes, las mutaciones poco fresupreno derivan del psudogén
se hallaron mayoritariamente en la FC de la enfermebagdcientes, 9 PS y 5 VS). En la

FNC, 9 pacientes presentaron una mutacion poco frecuente.

Mutacion p.M1V: Esta mutacion fue hallada en una paciente de nuestreeaba la forma
PS de la patologia que presentaba en el alelo homdélogoukacion Del 8pb
(p.G110_Y112delfsque posee una actividad residual nula.

La p.M1V fue descripta por primera vez por Tardy (Tardy l, @007) junto con otra
mutacion en el mismo residuo, p.M1L, y en ambos casgsalbigntes presentaban la forma
PS. Previamente, en el mismo residuo se habia descriptotdecion p.M1l también en una
paciente PS (Usui y col., 2003). Los fenotipos de los pmsetanto de aquellos descriptos

en la literatura como el que exhibia el paciente de nuesh@arte, es consistente con lo
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esperado ya que se prevé que mutaciones en el coddn de inigan&ren cambios severos

en la actividad enzimatica de cualquier proteina.

Mutacidén p.H62L: Esta es la mutacion mas frecuente dentro de las muéacem el gen
CYP21A2que no derivan del psudogénasta el presente se hallaron 33 pacientes con esta
mutacion, la mayoria de ellos con una segunda mutaciéhreisrao alelo (Ezquieta y col.,
2002b; Menassa y col., 2008; Soardi y col., 2008; Nagasaki y2000, Coeli y col., 2010;
Chang y col., 2011; Krone y col., 2013).

La mutacion p.H62L fue descripta por primera vez por Ezquietal.y(Ezquieta y col.,
2002b). Méas tarde los estudios funcionales demostraron taenagacion en forma aislada
se relaciona con la FNC de la enfermedad, con una adivetadual de 44,5 y 20,7% al
utilizar 17-OHP o progesterona como sustrato, respectivam&ntademas existe otra
mutacion leve ertis, el alelo se asocia a la forma VS de la enfermedad cividades
residuales de 4,1y 2,3% de acuerdo al sustrato ensayado (Eoafdi2008; Menassa y
col., 2008). Sin embargo, como se discutird mas adelargstercapitulo, en nuestro grupo
de pacientes la mutacion fue hallada en forma aisfadauna mujer con la forma VS. Esta
paciente, presentaba en el otro alelo la mutacion d288=>G, mutacion que posee una

actividad residual baja relacionada con las formas VS/RfagHi y col., 1991).

Mutacion p.D322G:Esta mutacion fue descripta por primera vez en el afio 2Q0éi
col., 2006), donde se la asoci6 a la FNC de la deficien@a.thtde, los estudios funcionales
corroboraron que la actividad residual de la enzima en miasé® esta mutacion era del 18
y del 27% con 17-OHP y progesterona, respectivamente, g pamnto se trataba de un alelo
leve (Bleicken y col., 2008).

En este trabajo, la mutacién se hallé en una paciemtdacFNC, tal como se describe en la
bibliografia, pero que presentabaa@s la mutacion novel p.E431K y en alelo homaélogo la
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mutacion p.V281L. Como se discutira mas adelante, los endagoionales realizados en
este trabajo corroboraron que la mutacion p.D322G se asod@ma aislada con un alelo
leve.

Mutacion p.R341P:En este trabajo hallamos esta mutacion en 3 pacientiesFe, 1 de
ellos PS y los otros 2 VS. Todos ellos presentaron atelel homdélogo la mutacion c.283-
13A/C>G. Las diferencias en los fenotipos observadosrser§perables, si el fenotipo
estuviera determinado por la mutacion c¢.283-13A/C>G, dado que aagpdiamente
documentado que la misma se asocia con ambas formassc(Widson y col., 1995; Speiser
y White, 1998; Bas y col., 2009; Finkielstain y col., 2011; Nessly, 2013).

El grupo de Balsamo y col. (Balsamo y col., 2003) halligacion p.R341P en un paciente
VS que presentaba en su alelo homologo la mutacion Del B@110_Y112delfs). Mas
adelante, los estudios funcionales corroboraron laigson con dicha forma clinica, ya que
con los 2 sustratos de la 21-hidroxilasa, la mutante mosadctividad residual cercana al
1% (Barbaro y col., 2006). Por su parte, el grupo de Pintd. yRiato y col., 2003), hall6 la
presencia de esta mutacion en homocigosis en 2 hermamas)denotipo intermedio entre
la FNC y la VS y Tardy y col. (Tardy y col.,, 2010) hallaresta mutacion en 8 de sus
pacientes, todos ellos VS.

Teniendo en cuenta todos estos resultados, y aun camldea la mutacion ¢.283-13A/C>G
como severa, en el paciente PS de nuestra cohorteiaxista discrepancia entre el fenotipo
esperado y el observado. Esta discrepancia se analizaefadla mas adelante.

En el residuo R341 se ha descripto también la mutacion p.R341Wetenocigosis
compuesta con la delecién del gen en un paciente conplerleiC (New y col., 2013).
Recientemente se han realizado los estudios funcorddedicha mutacion, los cuales

revelan que la misma se asocia a la forma VS, con unaadtresidual del 4-5% (Barbaro y
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cl., 2014). Mediante andlisis bioinforméticos se propusoefuesiduo R341 interviene en
interacciones con la POR (Haider y col., 2013). Al coidree lo expuesto por Barbaro y
col., estos autores proponen que una mutacion que difestiées interacciones, como es el
caso de las mutaciones p.R341P y p.R341W, se asociari&N&lde la enfermedad. Sin
embargo, los datos de los pacientes reportados en la kalfigogrde los pacientes descriptos

en esta tesis con p.R341P, no concuerdan con estas pressccio

Mutacion p.R356Q:Esta mutacion fue descripta por Lajic y col. (Lajic y.c@b97) junto
con otra mutacién en el mismo residuo, la mutacion p.R356Palimres realizaron también
estudios funcionales para ambas mutaciones; la mutacion p.R8%xQci6 con la forma VS
(actividad cercana al 1%) y la p.R356P con la forma Pvigd de 0,15% con ambos
sustratos). Por otro lado, en este mismo residuo se ereleentutacion p.R356W que forma
parte de las 10 mutaciones mas frecuentes derivadaseddiogen (Chiou y col., 1990). Los
estudios funcionales para esta mutacion revelaron gerist@a actividad enzimatica y por lo
tanto se la relacioné con la forma PS (Chiou y col., 1990).

La paciente de nuestra cohorte que presentd la mutacion p.RpH8€e en el alelo
homélogo la mutacion p.I1172N y exhibe un fenotipo VS de la enfenélizn estos datos,
podemos inferir que la mutacién p.R356Q en nuestra pacientdas®ma con un alelo
clasico, pero no podemos dilucidadr si se asociaridaarfaa VS o PS. En discordancia con
todo lo mencionado, New y col. (New y col., 2013) hallaron unepte con la mutacion
p.R356Q y la mutacién ¢.283-13A/C>G en el alelo homologo, cuwiifense asociaba a la
FNC. También describieron 2 pacientes con el genotip856/R/Del, uno VS y el otro NC.
Los 3 pacientes descriptos por estos autores fueron sea@ngl analizados mediante
Southern blot y no presentaron ninguna otra mutacién nicagin del gen. Por lo tanto, la

forma clinica a la que se asociaria esta mutacion aéstaalara.
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Mutacion p.R4261: Esta mutacion fue descripta en 2 hermanas con la B88ngor lo que
se la asocid, en principio, con esta forma clinicdadenfermedad (Baumgartner-Parzer y
col., 2001). Sin embargo, los estudios funcionales posteriorextaepn una actividad
residual de alrededor del 1% que se asociaria con la ¥é&nBarbaro y col., 2006).

En nuestro grupo de pacientes, esta mutacion se encorniwgeres de la FNC pero que en
el alelo homélogo presentan la mutacién p.V281L compatitde ed fenotipo que poseen.
Por lo tanto, al menos por nuestros pacientes, no dsdgdscriminar si este alelo se asocia
a la forma PS, VS o incluso NC. De cualquier manera, déakuos de bibliografia se puede al
menos estimar que se trataria de un alelo severo.

Por otro lado, en el mismo residuo, se describio la mutaci&426C en una paciente VS con
la mutacion p.I1172N en el alelo homdlogo. Estudios funcienadea dicha mutante revelaron
una pérdida total de la actividad enzimatica, relacionaraida forma PS (Grischuk y col.,
2006). Por otro lado, en el trabajo de Krone y col. (Krpmel., 2013), hallaron pacientes
gue poseen las mutaciones p.R426H y p.R426C y en ambos castesifican dentro del
grupo de alelos nulos. New y col. (New y col.,, 2013), por suepagportaron ambas
mutaciones en pacientes PS, pero también reportaron ot@niga con genotipo
p.R483P/p.R426H que exhibia un fenotipo FNC aunque ambas mutaci@meetstionadas

ala FC.

Mutacion p.R444*: Esta mutacion fue hallada por Loidi y col. (Loidi y.cd&2006) en 7
pacientes clasicos y se la asocio a la forma PS.

En nuestro grupo de pacientes, se detecto la mutacion eredtpacon la forma clinica PS,
en concordancia con lo reportado en la bibliografia. Ewvegeehte, es una mutacion bastante
frecuente dentro de las mutaciones poco frecuentes nadasidel pseudogén, por lo menos

dentro de la poblacion espafiola y de nuestra poblacioeng@iargo, New y col. (New y col.,
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2013), hallaron esta mutacion sélo en 1 paciente PS luegalizaadi507 familias. Si bien
no se realizaron ensayos funcionales, el hecho qus tosipacientes hasta ahora reportados

sean PS, indicaria que la actividad residual de esta enaitaala debe ser nula.

Mutacion p.R479L:Esta mutacién fue descripta en un paciente con la FN@ patdlogia
(Zeng y col., 2004). Luego, los estudios funcionales remelgue la mutante presenta una
actividad residual del 76-80% (Robins y col., 2006).

La paciente de nuestra cohorte que presentd esta mupamséfa un fenotipo FNC y en el
alelo homdlogo una 5'macroconversion. Por lo tanto, alend consistente con la
bibliografia, el alelo con la mutacion p.R479L estariadiehado con un alelo leve que

predice una FNC de la patologia.

Mutacion p.P482S1a mutacion fue descripta por primera vez por Balsamo.y(Balsamo

y col., 2000) Los estudios funcionales fueron realizados luego pdvaBa y col. (Barbaro y
col., 2004), en donde demostraron que la mutacion presemtabactividad residual de70-
72%. En ese trabajo, ademas, los autores reportan higac@n la FNC de la enfermedad
gue presentan la p.P482S y sugirieron que la misma estaciades al haplotipo ancestral
HLA-A*2, B*41, DR*4. Todos los pacientes eran de origen italigooo,lo que se propuso un
efecto fundador para la presencia de esta mutacion. Rauemte se describid otro paciente
con esta mutacion y la mutacion severa c.283-13A/C>G eelelf®madlogo, con fenotipo
FNC (New y col., 2013).

En nuestros pacientes, la mutacion p.P482S se encorirpaaientes con la FNC, todos con
la mutacion p.V281L en el alelo homodlogo. Estudios realizathosuestro grupo de trabajo
demostraron, ademas, que todos los pacientes presentabaariante novel en una region
regulatoria distal del ge@YP21A2Fernandez C., 2014) y el haplotipth A-A*2, B*41. Por

lo tanto, estos resultados avalan el posible origen tiacde la mutacion.
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Mutaciones p.R483W, p.R483Q y p.R483En la bibliografia, la mutacion p.R483W fue
descripta por primera vez en homocigosis en una pacientéadorma PS (Kharrat y col.,
2004). Sin embargo los estudios funcionales realizados @af@sstarde reportaron una
actividad residual de alrededor de¥@respecto a la proteina salvaje (Jiang y col., 2012) que
la relacionaria a la forma VS de la enfermedad. Sin empergientemente se describié otro
paciente con la mutacion p.R483W en homocigosis conifenBt (New y col., 2013).

La mutacion p.R483Q se describid por primera vez en un nifigprggentaba el genotipo
p.R483Q/Del que exhibia un fenotipo FNC (Stikkelbrock y col., 2003teHormente, se
describieron dos niflas con esta mutacion con sintomagosliiyi valores hormonales
compatibles con la forma clasica VS (Robins y col., 2006; Ynool., 2008). Los ensayos
funcionales mostraron una actividad del 1,1 y 3,8% respekt@mteina salvaje al utilizar
17-OHP y progesterona como sustrato, respectivamente (Rolmiok, Y006, Ono y col.,
2008). Teniendo en cuenta que la distincion entre VS y la FM@sdificil en los hombres,
es posible que mutacion p.R483Q se relacione con un alelocadod®aas que a uno leve.

La mutacion p.R483fs fue descripta asociada a un fenotipfMe8ell y col., 1992). La
mutacion genera un corrimiento en el marco de lecturadgummo resultado una proteina
mucho mas extensa que la salvaje que anularia la actividdal miésma. Krone y col.
relacionan a esta mutacion con un alelo nulo (Krpopel., 2013) y a su vez, Marino y col.
(Marino y col.,, 2011), hallaron un alto porcentaje (2,9%) paeientes clasicos de la
poblacion de Argentina con la mutacion p.R483fs.

En esta tesis, estas mutaciones se hallaron tantac@mfes clasicos como en pacientes no
clasicos. Los genotipos observados fueron: p.R483MA4*/p.Q318* en una paciends
p.R483(c.652-2A>G en una pacientés y p.V281L/p.R483fsy ¢.283-13A/C>G/p.V281L-

p.R483fsen 2 pacientes con FNC y R8spectivamente. Dado que las mutaciones de interés
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se encuentran con otras mutacionegist{p.R444*), o presentan en el alelo homdélogo una
mutacion leve (p.V281L), una mutacion con variabilidad fenotific283-13A/C>G) o0 una
mutacion novel (c.652-2A>G), es dificil inferir la forménca a la que se relacionaria cada
mutacion en base a los pacientes de nuestra cohorte.

Por otro lado, la frecuencia hallada para la mutacion p.R488fsuestra cohorte fue de
0.27% (2/717 alelos no relacionados), muy diferente a lortaghm con anterioridad por
Marino y col. (Marino y col., 2011). Sin embargo, se dedigsiderar que para nuestro equipo
de trabajo esta mutacion no constituye una de las ronggue se analiza como parte de las
mutaciones mas frecuentes, a diferencia de lo que omamrel otro grupo. Por lo tanto, no
podemos descartar que esta mutacion se encuentre taml@qoedios pacientes de nuestra
cohorte que no fueron secuenciados.

Es de resaltar la gran cantidad de cambios involucrade@s essiduo R483. De hecho y
ademas de los mencionados, en la bibliografia tambiéesseilte la mutacion p.R483P. Si
bien ninguno de nuestros pacientes posee esta mutacid@stlmsos funcionales para esta
mutacion revelaron una actividad de entre el 1 y el 2 %se@sociarian a una forma P&/
(Nikoshkov y col., 1998). El grupo de New y col. (New y col., 20#i8xcribe un paciente
con el genotipo p.R483P/Del con fenotipo PS y otros 2 paci&@esSin embargo, en el
mismo trabajo se describe un paciente NC con el genptipd83P/p.R426H cuyo fenotipo
no correlacionaria con su genotipo. El grupo de Kronely por su parte, relaciona esta
mutacion con un alelo moderado, asociado a la forma @&y col., 2013).

Las diferentes formas clinicas presentes para el reBd88 se deberian a que la Arg483 se
encuentra dentro de un tramo de aminoacidos altamemsereados en mamiferos (Wedell y
col., 1993b). A su vez, este residuo se encuentra &xtrelno carboxi-terminal involucrado

en un puente salino con el residuo D322 de la hélice J (Hamtdr, 2013). Tanto el residuo
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W como Q y P son aminoacidos polares o no polares, percasga; en cambio el
aminoacidoR posee carga positiva. Los diferentes residuos (W, Q y Plopajue puede
cambiar la R483, alterarian de diferente forma estaatt@®n y por lo tanto la actividad de

la proteina.

IV.1.2. MUTACIONES NOVELES HALLADAS EN LA REGION CODIFICANTE

DEL GEN EN PACIENTES DE NUESTRA POBLACION

En este trabajo de tesis se hallaron 6 cambios de s&umveles en la region codificante
del genCYP21A2 Cuatro de ellos corresponden a cambios puntuales, y @rsesmonden
con inserciones/deleciones de 1 y 2 bases, respectivamgaatdan lugar a un corrimiento
del marco de lectura en la proteina resultante.

Los 4 cambios puntuales de la region codificante del ged3g®R p.R149C, p.M283V y
p.E431K, se hallaron en 6 pacientes de la FNC de la enfedm@daotro lado, los cambios
gue generan corrimiento del marco de lectura, p.L429fs y p.H46G@f hallaron en 2
pacientes con la forma PS. En todos los casos quaokikle (excepto para la paciente que
poseia la p.R132C y una de las que poseia la p.M283V donde naitayomes en el alelo
homélogo, ver mas adelante), se corrobor6 que las muegaitetectadas estuviesentiams,

ya sea mediante secuenciacion de los ADNs parentales&antee PCRs alelo especificas o
infiriendo su ubicacion etrans mediante la metodologia utilizada. Solo en los paciaes
genotipo ¢.283-1313A/C>G/p.M283V vy ¢.283-13A/C>G,p.Q318*/p.H466ds fue posible
acceder a los ADNs parentales ni realizar PCRs alelcifisps dada la ubicacion de las
mutaciones en el gen ya que no era posible secuenciegumento que cubra la regién con
todas las mutaciones. En estos 2 casos, se asumié quatéasones se ubicaban en alelos

diferentes.
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Los estudios realizados en individuos de la poblacion genesapermitieron descartar, en
principio, que estos cambios se trataran de polimorfisraomunes, dado no se observo su
presencia en los 100 cromosomas analizados.

Historicamente, se considera que un polimorfismo es aquesilante de secuencia que se
encuentra en al menos 1 de 100 cromosomas de individutas piblacion general. Sin
embargo, se sugiere analizar 298 cromosomas para garamti2f% de probabilidad de
encontrar una variante con una frecuencia del 1% eob&acion general y asegurarse asi
gue el cambio hallado no se trate de un polimorfismo pobkic{@ell y col., 2008). Por lo
tanto, existiria la posibilidad que con nuestro analisis en f@@osomas no hubiésemos
detectado sujetos de la poblacién general que los poBeanualquier manera, es poco
probable que estas variantes sean polimorfismos comarlaspeblacion, ya que no fueron
hallados en los otros pacientes analizados en este estu@rcepcion de la mutacion
p.M283V. Otras variantes consideradas fehacientemente comwm@d@mos del gen como

por ejemplo g.-281insTg.-332insG p.K102R, p.D436E y p.N493Svivw.hgmd.ff.ac.ulk,

fueron, por el contrario, muy comunes entre la mayaepde los pacientes analizados (ver
capitulo de Resultados, Tabla 9).

Con el objetivo de pre-establecer si las mutaciones haljaadieran tener efecto deletéreo,
se compararon las regiones aminoacidicas implicadas emukaciones halladas de 7 CYP21
de diferentes especies de mamiferos. Todas las CYP21 dnaligeesentaban entre si una
identidad de secuencia superior al 70%, y en algunos castentadad de secuencia fue

cercana al 94%. Observamos que las 4 mutaciones puntualeisaean en residuos que se
hallaban totalmente conservados en las distintas CYP21 adwdizEn forma similar, los 2

cambios que provocan corrimiento del marco de lecturataden a varios residuos

altamente conservados en la region carboxi-terminkl geoteina. Este analisis junto con el
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de los individuos de la poblacion general, nos llevo a wasié los 6 cambios hallados en la
region codificante del gen como mutaciones y por lo taet@speraba que afecten a la

actividad enzimética de la 21-hidroxilasa.

Mutacién p.R132C Esta mutacion fue hallada como Unica mutacién en unanpacien
manifestaciones clinicas y bioquimicas compatibles con la @@ patologia. A pesar de
gue se secuencidé todo el gen estructural y las secugmma®toras minimas, no se
encontraron otras mutaciones. Mas aun, las regiomgsaterias del gen también fueron
secuenciadas y no se hallaron mutaciones (Fernandez C, E8ia@y.resultados, si bien no
serian los esperados para una paciente con deficiencia -tédr@gilasa, no son
sorprendentes dado que existen trabajos previosliderdéura que dan cuenta de la ausencia
de mutaciones en pacientes con diagndstico clinicoqubiiaco de la deficiencia (Wilson y
col., 1995; Jaaskelainen y col., 1997; Nimkarn y col., 1999; Kyooal., 2000; Bachega y
col., 2004, Barbaro y col., 200Bolzan y col., 2005, Araujo y col., 2007, Finkeieltein y col.
2011, Krone y col., 2093

De hecho, y como se describio en la introduccion detesislas caracteristicas fenotipicas
de los pacientes con hiperandrogenismo son en generdingdisles de aquellos afectados
con la FNC de la deficiencia de 21-hidroxilasa. Varios auteuwggieron que la presencia de
una mutacion en el ggdYP21A2oredispone al desarrollo de signos de hiperandrogenismo e
incluso a exhibir valores de 17-OHP post ACTH similares ddssriptos para pacientes con
la FNC de la enfermedad (Dolzan y col., 1999; Admoni y col., 2aDé)cualquier manera
los valores de 17-OHP basal y post ACTH en esta pad@te 34 ng/mlrespectivamente),
superan ampliamente los valores de corte utilizados glaiéagnostico de la FNC de la
deficiencia de 21-hidroxilasa, ya sea por nuestro laboratorim de otros a nivel mundial

(Dain y col., 2002; Speiser y col., 201Pe todas formas, Admoni y col. (Admoni y col.,
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2006) detectaron portadores de una mutacion en el Q¥R21A2 con signos de
hiperandrogenismo y valores de 17-OHP post ACTH de hasta 55. ngismlautores, sin
embargo, no analizaron a estos individuos mediante sgaa&m, por lo que no se puede
descartar la presencia de otra mutacion menos freco@ateel en el alelo homdlogo.

Por otro lado, algunos autores sugirieron que la pubarca furenyda aceleracion de la edad
Osea estan siempre presentes en los afectados con rRiftras que otros signos de
hiperandrogenismo como hirsutismo, acne, irregularidades tmales, etc., son msa
frecuentes en los pacientes con hiperandrogenismo portadiresa mutacion en el gen
CYP21A2(Ezquieta y col., 2008 En el caso de nuestra paciente en particular, su mdéivo
consulta fue hirsutismo y oligomenorrea, por lo que es gogiled existan otros factores que
contribuyan con las manifestaciones clinicas que presenta

Alternativamente, no se puede descartar que la pacienta posesegunda mutacion en
algun otro gen que codifica para alguna de las otras engjugarticipan en la via de
sintesis de cortisol y aldosterona o incluso algunan@ien otros genes que influyan en la
modulacion de la expresion de los esteroides.

De hecho, la presencia de efectos moduladores del ferfogporopuesta por Scott y col.
(Scott y col., 2006), quienes reportaron una paciente PS quentates una muy leve
virilizacion para su forma clinica que no progresé en d&40 afios de seguimiento. Los
autores hallaron que la paciente presentaba la variagd284P en la POR en combinacion
con mutaciones en el g&YP21A2y sugirieron que la deficiencia de la POR afecta a la
actividad de 17,20 liasa de P450cl17 en un grado mucho mayor quévila@dae 17-
hidroxilasa (Fluck y col., 2004; Miller, 2004; Miller, 2005; Huang y 2005, de manera

gue se acumula 1@HP pero no se acumulan andrégenos
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Por su parte, el grupo de Ezquieta y col. (Ezquieta y 2008) describe la presencia de
variantes moduladoras de signos de hiperandrogenismo. utoses evidenciaron que la
variante p.M196R del geMNFR2 que media la respuesta inflamatoria, seria protectora y
evitaria la apariciéon de sintomatologia, dado que fue hakadanuchos pacientes FNC
cripticos. Por otro lado, la variante UCSNP44 del @aiPN10involucrado en la insulino-
resistencia, estaria relacionada con una mayor pees@m de sintomatologia dado que fue
hallada en portadores sintomaticos.

Si bien Chu y col. (Chu y col., 2013) analizaron los genes C¥R1y} 3B-HSD en una
paciente con la FNC por déficit de 21-hidroxilasa que prdsgntaa Unica mutacion novel
p.R149P en heterocigosis con resultados negativos, otro deupwestigadores reportaron el
caso de una nifia con genotipo Del/N con genitales ambiguos, d¢stidin y vello pubico
gue presentaba la mutacion p.V571A del receptor de glucocortiq@d®sen homocigosis
(Mendonca y col., 2002).0s autores especulan que la asociacion entre el defeatbgen
GRYy el genCYP21A2provocaria un exceso de androgenos y 17-OHP muy mareadas
paciente, si bien afirman que la principal causa de ektodn de la ACTH a largo plazo
seria la resistencia a glucocorticoides.

Estas observaciones en conjunto indicarian que otrasrdéacgenéticos/g ambientales
contribuirian a modular la actividad de la enzima 21-hidasaih vivo y/o la manifestacion

clinica que exhiben los pacientes.

Mutacion p.R149C:La mutacién p.R149C fue hallada en una paciente que en suedtro a
presentaba la mutacidon mas frecuente deN&,Fp.V281L, por lo que la gravedad de la
mutacion novel no podia ser inferidapriori. En este caso, los estudios funcionales para
determinar si la mutacién p.R149C se relaciona con laafét8) VS o FNC de la enfermedad

eran fundamentales.
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Como se describié anteriormente, en este mismo reseinallé otra mutacion, la p.R149P
(Chu y col., 2013). Los estudios funcionalasvitro demostraron que esta mutacién esta
relacionada con la FNC de la enfermedad ya que se obtuvarctividad enzimatica residual
de 16,9% y 23,4% al utilizar progesterona o 17-OHP como sustragsectivamente.
Asimismo, observaron que la enzima mutante presentabanar@da disminucion en la

afinidad por ambos sustratos.

Mutacién p.M283V: El cambio p.M283V fue hallado en 3 de los 274 pacientes FNC de
nuestra cohorte (1,1%), siendo por lo tanto una mutac&stabte frecuente para esta
presentacion clinica.

Dos de los pacientes, presentaban en el otro alelo urgidnugrave asociada a la FC de la
patologia (5 macroconvercion y ¢.283-13A/C>G). Dado ebtipn que presentaban los
pacientes, se infiri@ priori que la mutaciéon p.M283V codificaria una enzima con una
actividad residual leve que se relacionaria con la FNC digfisiencia de 21-hidroxilasa.
Curiosamente, se describi6 previamente otra mutacion puetua¢él mismo residuo,
p.M283L, en una paciente con fenotipo FNC (Ezquieta y @0002b). Sin embargo, no
existen datos sobre su actividad residual y la misma no se piededado que la paciente
presentaba en el otro alelo la mutacion leve p.V2&ilbien los autores proponen que la
p.M283L seria una mutacion asociada a la FNC, los valesionales de la paciente
predicen que es posible que se trate de un alelo severo.

La otra paciente de nuestra cohorte con la mutacion p.M283weasentaba ninguna otra
mutacion en el otro alelo. Al igual que para la paciente laomutacion p.R132C, la
presencia de otros factores, entre ellos mutacionesres génes, podrian contribuir al

desarrollo de su fenotipo. No contamos con los valdeed7-OHP post ACTH para esta
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paciente, pero el valor basal de 9,3 ng/ml es superior alelidet corte de 6 ng/ml
considerado para su inclusion.

Como se menciond en la Introduccion de esta tesisnexitielencias de la correlacion entre
ciertas variantes deliLA y las formas clinicas de presentacion de la deficiedeid2l
hidroxilasa. Ademas, varios estudios demuestran que detersimadaciones y/o haplotipos
particulares en el ge@YP21A2 se asocian con haplotipos especificoHleA sugiriendo un
efecto fundador para los mismos. Es asi que en la pbiblagstriaca se analizOHLA en 32
individuos no relacionados que poseian la mutacion p.Q318* yneC¥E21A2duplicado.
En 22 de ellos se halldé el haplotiptiLA-B*50 y HLA-CW*06, por lo que se estima la
existencia de una ascendencia comun para este hagldigiae y col., 2009). Por su parte,
un trabajo en la poblacion de Taiwan reportd el hallazgo dactentes con la mutacion
€.283+1G>A y 3 con la mutacion p.R316*. Basados en los dattipifisacion deHLA,
todos los alelos con la mutacién ¢.283+1G>A compari haplotipoHLA-B*3909 HLA-
DRB1*160201 y los 3 alelos con la mutacion p.R316*, el hapldtipé-B* 460101 HLA-
DRB1* 080302. Estos resultados indican que para cualquiera de lam@anes analizadas,
el haplotipo proviene de un ancestro comun (Lee y 2009). En la poblacién brasilera,
Billerbeck y col. (Billerbeck y col., 1999), reportaron 7 ipates que poseian n la mutaciéon
p.G424S asociada con una delecion en el pseudogen y al haplbie®R*17, lo que
sugeria también un efecto fundador para este haplotipo.

Considerando que la mutacién p.M283V se hall6 en tres paciéatasestra cohorte, nos
preguntamos si la misma se origind también por un efeectdador. Con este objetivo,
analizamos el CMH de las 3 pacientes portadoras de esteidnuta

Los resultados obtenidos en este trabajo, sin embammos permitieron establecer un

haplotipo deHLA-A, HLA-B y HLA-DR completo comun en los 3 pacientes de nuestra
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cohorte que presentaban la mutaciéon p.M283V. Sin embargpadésntes 11 y 664 (Ver
Resultados, Tabla 8) comparten los alé¢lo®\-B*44 y HLA-DR*4 y las pacientes 327 y 664
comparten eHLA-B*49.

Si se observa la organizacion del CMH en el brazo cottoraeosoma 6 (Ver Introduccion,
Figura 9), de telomero a centromero se ubica primekLAl-A, luego & HLAI-B, luego el
genCYP21A2dentro deHLA IIl) y por ultimo elHLAII-DR. Por lo tanto, es posible que las
pacientes 11 y 664 posean un haplotipo ancestral comun psjdédrencias observadas en
el HLA-A sean producto de recombinaciones en la region. El misroaniseno pudo haber
ocurrido para las pacientes 327 y 664. Sin embargo, estesatéoel producto de 2 eventos
de recombinacion, lo que implicaria que el haplotipo ancesirdy hubiera, seria mas
antiguo. De hecho, la existencia de posibles recombinacienegsta regidn como
explicacion a las diferencias encontradas en un hpplosincestral, fueron sugeridas
previamente en un trabajo de Barbaro y col. (Barbaroly 2004). Los autores observaron
gue la mutacion p.P482S en@YP21AZse asociaba, como ya se menciono previamente, con
el haplotipo HLA-A*2, HLA-B*41, HLA-DR*4. En los 6 pacientes analizados se observo el
HLA-DR*4, pero en 5 de ellos se observOHilA-B*41 y en 4 elHLA-A*2. Es posible
entonces que la mutacion se haya originado como uncewsito sobre un haplotipo de
HLA-A*2, B*41, DR*4, seguido de eventos de recombinacion en el locus.

De cualquier manerase debe tener en cuenta que HlA-B*44 esta presente en
aproximadamente el 16 de los individuos en nuestra poblacionHeA-B*49 en el 3% y
elHLA-DR*4 en un 19,3%, por lo que son alelos bastante frecuentagpehlacion general.
De hecho, el aleldtHLA-B*44 es el segundo en frecuencia dentrortieA-B y elHLA-DR*4

es el mas frecuente dentro ddLA-DR (Datos obtenidos del Hospital privado de la

Comunidad, Mar del Plata, 2011). Por lo tanto, se puede postulal dieeho de que las
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pacientes compartan algunos alelosHilleh se deba a que son variantes comunes en nuestra
poblacibn y no a que estos alelos se encuentren en ddsgmuiée ligamiento con la
mutacion p.M283V. Por otro lado, se debe tener en cuenta qusesatwlizaron 3 muestras
con esta mutacién, por lo que nuestros resultados serg@nestes, pero no concluyentes.
Para concluir que la mutacion p.M283V esté en asociacibo a los alelo$HLA-B*44 y
HLA-DR*04, seria necesario analizar mas individuos connastacion.

La mutacién p.M283V fue hallada recientemente también graaiente en la poblacién de
Estados Unidos que poseia ascendencia turca en heterocggokismutacion p.1172N (New
y col., 2013). Si bien no esta claramente especificadaaafde presentacion clinica de la
paciente, se interpreta que la mutacion p.M283V se asod@at@ forma clasica de la
patologia. Las diferencias entre los fenotipos de laem@s de nuestra cohorte y la hallada
en el trabajo de New y col., indicarian, al igual que pdras mutaciones, que existe una
variabilidad interindividual en la expresion clinica de la maji@, como se discutira mas

adelante.

Mutacion p.E431K: Esta mutacion fue hallada en una paciente FNC que eaielel
homélogo presentd la p.V281L y ademas @s, presentd la mutacion poco frecuente
p.D322G que se la asoca la FNC de deficiencia de 21-hidroxilasa (Loidi y col., 2006
Bleicken y col., 2009). Al igual que para la mutacion p.R149Csex@odia predecir la
actividad residual, pero en este caso no solo por el ladegtf@logo, sino porque era posible
gue la deficiencia este alelo sea consecuencia de la au@&322G. Por ensayas vitro

se estimdé una actividad residual para la mutacion p.D322G de Ru%@raprogesterona
como sustraty 18% al usar 17-OHP (Bleicken y col., 2009). En este caso, mesna, los

ensayos funcionalés vitro eran de suma importancia para poder determinar con que forma
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clinica se relaciona la mutacién novel tanto en &oaislada como con la presencia de la otra

mutacion ercis.

Mutacion p.L429fs:Este cambio fue hallado en una paciente®&eterocigosis compuesta
con la mutacion p.1172N. Como consecuencia de la deleci@rgdaninas en el exon 10 del
genCYP21A2,se genera un corrimiento del marco de lectura que progcaaulacion del
codoén de terminacién de la traduccion y se produce una @atemn26 aminoacidos mas
larga con un tracto de 91 amino&cidos diferentes a la patalmaje. Es de esperar que este
tracto de aminoécidos diferentes afecte la estructuwiartierde la proteina y, por lo tanto, su
funcion. Por otro lado, esta mutacion se encuentraasoiocodon de la cisteina que coordina
al grupo HEMO. Es posible por lo tanto, que este cambio earkbdxi-terminal impida que
el HEMO se una correctamente y dé lugar a una proteinannmmal que carece del grupo
prostético.

Hasta el momento, se describieron en la bibliografia 15 pegjuigiaciones en el gen
CYP21A2White y col., 1994; Barbat y col., 1995; Lee y col., 1998; Ordédenchez y col.,
1998; Nikoshkov y col., 1998; Krone y col., 1999; Ezquieta y @flQ2b; Kayama vy col.,
2002; Stikkelbroek y col., 2003; Zeng y col., 2004; Kharrat y 2005; Baradaran-Heravi y
col., 2007; Bidet y col., 2009; Finkielstain y col., 2011), de ledes s6lo 4 se encuentran en
el exdn 10. En 3 de estos casos, estas deleciones daa lagarmacion de una proteina mas
larga que la salvaje (White y col., 1994; Ordonez-Sanchez. y1898; Finkielstain y col.,
2011) al igual que lo que ocurre con la mutacion p.L429fs. Estesiatees se hallaron en
pacientes PS, por lo que se infiere que deben afectar @ndestite a la actividad enzimatica
de la 21-hidroxilasa. En el caso restante, la mutaci@b&giresente en un pacientes de la
FNC que presentaba en su alelo homoélogo la mutacion p.V281lldgidaidon no causaba

corrimiento en el marco de lectura (Bidet y col., 2009). G@m todos los casos de pacientes
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con la FNC cuya expresion de la patologia esté clat@nasonciada a una mutacién conocida
que predice un alelo leve, la severidad de una mutacié@l no se puede deducir hasta que
no se realicen los ensayos funcionales o hasta gse reporten mas pacientes con la misma
mutacion y otras formas clinicas.

En nuestro caso, la paciente presenta un fenotipo P% Bmto, es de esperar que el alelo
con la mutacion p.L429fs codifique para una proteina cawidadd enzimatica nula. Cabe
destacar que si bien la paciente de nuestra cohorte faresefenotipo PS, en el alelo
homdlogo posee la mutacion p.I172N que generalmente se asocia forma VS de la
patologia. Sin embargo, se describié que la actividad regsidulal enzima que posee esta
mutacion, aproximadamente 1-2%, no siempre es sufigiamgeprevenir la pérdida salina en

los afectados (Wilson y col., 1995; Speiser y White, 1998).

Mutacion p.H466fs: La mutacion p.H466fs fue hallada en una paciente PS de nuestra
cohorte. Inicialmente, luego de la busqueda de las 10 mutaci@sefenuentes se habia
supuesto un genotipo para esta paciente donde una de las cops peseia la mutacion
€.283-13A/C>G vy la otra la p.Q318* en concordancia con su ifgnoSin embargo, la
caracterizacion detallada de la region RCCX realizadaiestro grupo de trabajo por la Dra.
Cecilia Fernandez (Fernandez C., 2014) posibilité establecerembtipo correcto. La
paciente presentaba un haplotipo con la duplicacion dekegeel, cual ambas mutaciones se
encontraban en el mismo alelo. Posteriormgnt@ediante secuenciacion, se establecié que
la copia restante posdavariante de secuencia novel p.H466fs. La insercion de tosna

en el exdn 10 del gen provoca un corrimiento del marco derdeqtie genera una proteina
mas larga que la salvaje, con 26 aminoacidos de mas akjigeidh mutacion p.L429fs. Al
igual que para este cambio, se espera una estructuraemglonal totalmente diferente

debido a la presencia de la mutacion p.H466fs.
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En el genCYP21A2se han descripto hasta el momento 12 pequefas insercpease( y
col., 1992; Lee y col., 1998; Ezquieta y col., 1999; Lau y col., 2Biligrbeck y col., 2002;
Usui y col., 2004; Kharrat y col., 2004; Loidi y col., 2006; keoy col., 2006; Janner y col.,
2006; Dubey y col.,, 2009; Finkielstain y col., 2011). Diez deseflaneran codones de
terminacion prematuros por corrimiento del marco de legfudlan lugar a proteinas mas
cortas que la salvaje. Otra, es una insercion de 9 pb que eraouac proteina con 3
aminoacidos mas que la salvaje sin corrimiento del n@edectura (Dubey y col., 2009). La
insercién restante, es de una citosina en el nt 2669 dedrgel exén 10 que al igual que la
mutacion p.H466fs genera una proteina mas larga a causardetiento del marco de
lectura. La insercion en el nt 2669 se relacionaria ctormaa PS de la enfermedad (Kharrat

y col., 2004).

V.1.2. CAMBIOS EN INTRONES DEL GEN CYP21A2

La maduracion del ARNm en eucariotas es un proceso mmplem que incluye el
reconocimiento del exon a través de elementos especifmmo motivos de ramificacion,
sitios dadores, aceptores y reguladoresplieing presentes tanto en los exones como en los
intrones. Las mutaciones pueden afectar a estas seymlesa directamente mediante la
interrupcion de los sitios deplicing candnicos o constitutivos o, indirectamente, medidnt
creacion de sitios cripticos (Desmet y col., 2009). Ptaurito, es de esperar que cambios en
los intrones provoquen efectos deletéreos.

En el presente trabajo se hallaron 2 cambios en irgrdabgenCYP21A.Uno, el cambio
€.652-2A>G, se ubica en el sitio aceptorsgicing del intron 5 y el otro, ¢.1116-34G>A, se
ubica en el intron 8. Ninguno de estos cambios fue halladadériduos de la poblacion

general.
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Mutacion c¢.652-2A>GEl cambio ¢.652-2A>G en el intrén 5 se hallé en una paeient la
forma VS de la enfermedad en heterocigosis compuesta canit&cion poco frecuente
p.R483Q (Stikkelbroek y col., 2003). Es destacable, que esta jpaegetd Unica, dentro de
los 87 pacientes secuenciados, que no presentaba ningunadmitago del estudio de las
10 mutaciones mas frecuentes y que mediante la seacémcicompleta del gen se
detectaron las 2 mutaciones causantes de la enfermedad

Con el objetivo de pre-establecer su potencial efectbédete se realizé un analisissilico
con el programadduman Splicing Finde(HFS). El programalFS fue validado mediante el
analisis de 69 mutaciones intronicas que afectan el sitidnico desplicing y/o generan
sitios cripticos y para las cuales se poseia los pmmdgentes ensayom vitro. La
correlacion observada fue del 92,3% con los resultasmbghos por el programa (Desmet y
col., 2009).

Para esta mutacion, EIFS predijo la anulacion del sitio candnico siglicing. Ademas, se
predijeron dos sitios cripticos, uno situado en el infgnotro en el exén 6. Si bien no se
describié que estos sitios se utilicen en la secuencigjesalaaausencia del sitio candnico
aceptor en presencia de la mutacion podria forzar el ualyadleo de ellos por la maquinaria
desplicing El uso de cualquiera de estos sitios cripticos genenadarrimiento en el marco
de lectura de la proteina resultante, y daria lugar anesdie terminacion prematuros de la
traduccion y, por lo tanto, se veria afectada drasticenemctividad de la enzima

El fenotipo VS de nuestra pacientaspriori concuerda con la actividad vitro reportada
previamente para la mutacion p.R483Q, como se detallé preesumtie (Robins y col.,
2006; Ono y col., 2008). Por lo tanto, no se podia predearsbb2-2A>G se relacionaria

con un alelo de actividad nula o con uno de actividad moddmaforma VS. Todas estas
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observaciones, nos condujeron a realizar estudiaisro para esta mutacion cuyos resultados

se discutiran méas adelante en este capitulo.

Variante ¢.1116-34G>ALa variante ¢.1116-34G>A del intron 8 fue hallada en do® pses
con la FNC de la enfermedad. Luego de la secuenciacién sebdgiecambas pacientes no
presentaban ningun otro cambio significativo en el@éR21A2.

A pesar de que se hall6 que 2 pacientes poseian la vadarit&6-34G>A, ninguno de los
50 individuos de la poblacién general estudiados pose#a vestante Sin embargo, el
analisisin silico reveld que en el sitio del cambio la secuencia salvagxistiria ningun sitio
desplicing -ni donor ni aceptory que la presencia de la variante no generaria ningun sitio d
splicing nuevo. Por este motivo y basandonos en los resulbagioforméticos, se considero
a esta varianta priori como una variante no asociada a la patologia y sei@@&ciccontinuar
con los ensayos funcionales de la misma (al menes @ntexto de esta tesis). Sin embargo,
no podemos descartar que esta variacion provoque alguo déetéreo hasta no realizar los

ensayos funcionales que validen o no las prediccionesdrioiaficas.

V.1.3. CAMBIOS EN REGIONES PROMOTORAS DEL GEN CYP21A2

Es sabido que la region que se ubica a 176 pb inmediatanierdeiba del inicio de la
transcripcién estaria relacionada con la regulaciénadahscripcion del ge€YP21A2
(Chang y col., 1995) y que de las variantes diferenteg datregion promotora del gen
CYP21A2y el pseudogeé CYP21A1(g.-126C>T, g.-113G>A, ¢.-110T>C y ¢g.-103A>G
(Higashi y col., 1986, White y col., 1986), las ubicadas a -126 y sktfn las mas
importantes. Asimismo, se describié que la mutacion p.P30L mstaieasociada eis con
ciertas variantes en el promotor. En estos casosglel msultante se relacionaria con la

forma VS de la patologia, a diferencia de lo que sucededoulanp.P30L se encuentra
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aislada, que se asocia a la FNC de la enfermedad (Ayacgd., 2005). Por lo tanto, el
analisis de zonas regulatorias en los pacientes cacietefa de 21-hidroxilasa debe ser
tenido en cuenta

En los pacientes analizados en este trabajo, no gelagltesencia de las 4 variantes de la
regién promotora presentes en el pseudogén, si bien en 2tpaderhalld la variante a 4.-
C>T (Resultados, Tabla 9), uno de ellos la present6 en farstada y otro junto con las
variantegy.-281insT y g.-332insGPor otro lado, se hallaron 2 variantes en la regidmotora
del genCYP21A29.-195T>C y g.-283 -284insG. A pesar que los mismos no se encuentran
en la region de 176 pb antes mencionada, se encuentcama®mrl ella, y ninguno de estos
cambios se describio previamente en la bibliografia. Sidnetnabajos previos se describid
la presencia de un cambio A>G en la posicion -283 que pab®ente se asociaria a una
disminucion de la actividad enzimatica, el mismo fue analiesdfmrma combinada con las
variantes ¢.-4C>T, g.-73C>T, g.-281T>G, ¢.-295T>C y g.-294A>® ¥m forma aislada
(Bobba y col., 200(zhang y col., 2008

Las variantes noveles del promotor fueron observadaséarehiindividuos de la poblacion
general En nuestro caso en particular, los cambios g.-195T>C y g-288nsG se
observaron con una frecuencia estimada del 4% y del Seattvamente. Estos resultados
nos condujeron a inferir que probablemente estos cambiosencelacionarian con la
patologia y que podian tratarse de de polimorfismos.

Como ya se menciond previamente, se considera polimodi® una variante que se halle
con una frecuencia mayor al 1% en la poblacion genemaler8bargo, considerar que una
variante alélica que se encuentre en al menos el 1% ggblacion, y que por lo tanto sea
frecuente, implique que la misma sea neutra, es una comsisegue actualmente esta

paulatinamente en desuso. De hecho en algunas patalecgas/as, existen mutaciones que
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se presentan con una elevada frecuencia dentro de la pablaki ejemplo comin es la
mutacionAF508 del gerCFTR responsable de la fibrosis quistica, cuya frecuengera
anpliamente el 1%. Sin embargo, esta elevada frecuena@#ribaye a que los individuos
portadores de la mutacion adquirieron una ventaja adaptdiista ventaja seria la
responsable de que una variante deletéeelstribuyera en la poblacién (Schroedern y col.,
1995; Alfonso-Sanchez y col., 2010).

Por otro lado, es sabido que los polimorfismos de secugnagaten tener efecto bioldgico.
Son numerosos los ejemplos en la literatura en quacianes de secuencias conllevan a
variaciones en los niveles de transcripcion de losgjemiaciones en la actividad biologica
de las proteinas o la union de factores de transcripaifue ymplican efectos moduladores o
diferentes actividades enzimaticas. Su relacion coriesfjo a desarrollar enfermedades
multifactoriales en las que intervienen tanto factageséticos como ambientales, esta
ampliamente documentada también (Ye y col., 1996; Rutter. ylQ88; Hao y col., 2006
Pearce y col., 2007).

Por todo lo anteriormente dicho, los estudios en idd controles por si solos no serian
suficientes para considerar a estas variantes del prormnotoo polimorfismos. Serian
necesarios ensayas vitro que demuestren que no provocan cambios en la transcrip¢ion de
gen.

Por otro lado, en este caso particular, se debe destacanthas cambios de la region
promotora fueron hallados en la misma paciente. A su veamebio g.-283 -284insG se
hall6 en homocigosis. Por lo tanto, el alelo con ellBarg.-195T>C también presenta la otra
variante y ningun individuo de la poblacién general analizadseptaba ambos cambios. Por

lo tanto, y aunque ambos cambios por separado fueroddsken individuos de la poblacion
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general y fueron considerados polimorfismos, no se puederi@desgae ambas variantes
juntas produzcan algun efecto sobre la transcripcidgedeCYP21A2.

De todas formasy a los efectos de esta tesis, sus potenciales efedaiérdes no fueron
analizados y dada su alta frecuencia en la poblacién geeeagumid que existiria una baja
probabilidad de que los mismos pudieran estar asociadopatolgia. Sin embargo, no
podemos descartar que los mismos influyan en la apadedas signos hiperandrogénicos
gue presenta la paciente.

Como resumen de todo lo expuesto, de los 10 cambios sdwalados por secuenciacion,
consideramos mutaciones a las 6 variantes de la reg@ficante y al cambio del intrén 5
del genCYP21A2 Teniendo esto en consideracion, el genotipo se caimptetl2 de los 72
pacientes de laNFC (16,6%) y en todos los pacientes con la FC de la meftad. Esto
representa un aumento erckacterizacion de los pacientes FNC que se elevo al 7y |8%
caracterizacion del 100% de los pacientes clasicos.

La secuenciacion completa del gé€iYP21A2permitid detectar mutaciones potencialmente
causantes de la patologia en 27 de los 87 pacientes secuenetadesir, el 31% de los
pacientes analizados. Sin embargo, es muy notoria kenlifie de los resultados obtenidos
segun la presentacion clinica del paciente. Basandontws easultados obtenidos en este
trabajo de tesis, un paciente con la forma clasica éafermedad al que no se le detectaran
mutaciones con el analisis de las 10 mutaciones mas ftesyeleberia certeramente ser
secuenciado.

Para el caso de los pacientes de la FNC, aun luegosgeuanciacion completa del gen es
muy alto el porcentaje de pacientes sin mutaciones. Cabacde que de los 72 pacientes
FNC gue fueron secuenciados, 41 poseian una mutacion deteedadanpnte por el estudio

de las 10 mutaciones mas frecuentes y 31 no poseian ninguaaiomutEntre los 31
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pacientes sin ninguna mutacion, solo en 2 se detectdé una dnufpecientes 327 y 402;
genotipos p.M283V/N y p.R132C/N, respectivamente). Por lo tanto est@ntes resultaron
ser portadores. Por otro lado, los 12 pacientes en losgaeuenciacion permiti6 completar
el genotipo pertenecian al grupo de 41 pacientes FNC que yarpasaimutacion detectada
por el estudio de las 10 mutaciones mas frecuentes. Cas® menciond precedentemente y
como se discutira mas adelante, el alto porcentaje adenpes de la FNC sin mutaciones o
portadores estaria indicando que es posible que los @itddoinclusion no sean los
adecuados, o bien que definitivamente no es posible diferestibase a la presentacion
clinica o a sus valores hormonales, los individuos afestpor la deficiencia de aquellos que

poseen hiperandrogenismo de otro origen, sino a traves debesinidicular.

V.2. MODELADO MOLECULAR Y ENSAYOS FUNCIONALES DE LAS
MUTACIONES NOVELES PUNTUALES DE LA REGION CODIFICANTE

Con la idea de tratar de evitar los ensayos funciomplessuelen ser costosos y consumir
mucho tiempo, en los ultimos afios se han desarrolladasvestrategias para predecir la
actividad de proteinas mutante mediante enfoques bioinficosa partir de cristalografias
de rayos X de las proteinas. El modelado molecular sungég fanto, como una herramienta
util para evaluar cambios en la actividad o estabilidad d&ddsinas.

Los citocromos P450 de mamiferos se encuentran generalomedésa membranas, por lo
gue aislarlos para realizar una cristalografia sin questlaictura se vea afectada, es muy
dificil. De hecho, las moléculas con porciones altasmemdrofobicas no pueden ser
cristalizadas, aungque en algunos casos, los crissalegsueden obtener en presencia de
detergentes. Esto explica la presencia casi nula dépesctransmembrana de proteinas en

las bases de datos de proteinas (PDB) (Vazquez-Contreras, 2008@mento del inicio de
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esta tesis se habian cristalizado seis P450 de mamBedesllas humanas (Williams y col.,
2000; Scott y col., 2003; Williams y col., 2003; Williams y col., 2004no y col., 2004;
Schoch y col., 2004)

Para el caso particular de la P450c21, no se encueisttalizada la proteina humana. Por
otro lado, las P450 de mamiferos cristalizadas poseen segianes que varian entre ellas
que limitan el modelado por homologia y el uso de estamicturas como templados
(Barbaro y col.,, 2006 Sin embargo, la primera estructura de P450 eucariota teesuel
CYP2C5, es una 21-hidroxilasa de conejo que utiliza progesterona geqerpresa en
microsomas (Williams y col., 2000). La comparacion de secagmeivela que CYP2C5 es
uno de los homaologos evolutivamente mas cercanos cGiYR21 humana (Robins y col.,
2006), si bien en la actualidad se encuentra disponible &l adesla P450c21 bovina con un
79% de identidad de secuencia con la proteina humana (ZWéteyman, 2012), que al
momento de realizar esta tesis no estaba disponible.

El primer modelado de la proteina p450C21 humana lo realizé lyewasd (Lewis y col.,
1998) utilizando como templado la P450 bacteriana CYPBaillus megaterium de
localizacion microsomal y que posee un 29% de identidad dersga. Mas tarde, Bojunja y
col. (Bojunja y col., 2005) realizaron un modelado por Hogia utilizando como molde la
CYP2C8 microsomal, que posee un 28% de identidad de secuencia®dpda humana. A
pesar de tener menos identidad de secuencia con la 21-hidrdnilasna que la CYP102, la
P4502C8 es de origen huma@on este modelo, los autores predicen los efectos deketéreo
de una mutacion novel L317V, en la P4520c21. Por su parte, en €0aB, Krone y col.
(Krone y col., 2005) realizaron el primer modelado utiid@ la CYP2C5 de conejo. Dicha
proteina, como se menciond anteriormente es una CYPXsgma un 31,1% de identidad

de secuencia con la humana. Al afo siguiente, Robinsl.y(Robins y col.,, 2006)
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presentaron el modelo 2GEG usando la CYP2C5 de conejo, atjigeidlrone y col., pero a
partir de otro cristal de mayor resolucion.

En este trabajo de tesis, se realiz6 también un modptadbomologia de la 21-hidroxilasa
humana, pero se utilizaron como templados las estrgctdea 18 cristales de CYPs
disponibles en PDB (ver Materiales y Métodos, Tabla 4) glgoritmo Biskit (Grinbergy
col., 2007). Las plantillas utilizadas se seleccionarorasa h su resolucién (menor a 3 &)
la similitud de secuencia (entre 20 y 31% de identidad de seausmwila 21-hidroxilasa
humana)y a las estructuras secundarias de las misBms$estearon diferentes combinatorias
utilizando entre 4 y 18 plantillas y el mejor modelo seauebtal utilizar todas las plantillas
juntas. Dada la cantidad limitada de P450s cristalizadagchblde utilizar varias plantillas
brinda un modelado de mejor calidad que el que se obtienglizhr cada plantilla por
separado, siendo esta una de las principales diferendies mrestro modelo y otros
publicados previamente en donde se utilizé un solo templadaylyesol., 1998; Bojunja y
col., 2005; Krone y col., 2005; Robins y col., 2006). Sin embagalebe mencionar que
recientemente se realiz6 un modelado por homologia ia garta CYP21 bovina (Haider y
col., 2013). En este caso y dada la alta identidad de ségumntla CYP21 humana, se
obtiene un modelo mejor que al usar varios cristales.

Existen estudios anteriores donde se demostr0 que exigtigacorrelacion entre la
prediccion de la estabilidad de la proteina y la gravedaa @éafermedad (Robins y col.,
2006; Pey y col.,, 2007). Por lo tanto, en esta tesis y & it modelo obtenido, se
generaron cuatro de las seis mutantes noveles (p.R132C, p,RLAMZB3V y p.E431K
halladas en los pacientes de nuestra cohorte mediantegeaima FoldX y se calculo la

estabilidad de las mismas en comparacion con la proteinaesalag 2 mutantes que
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provocan cambios en el marco de lectura no fueron modejadgue dan como resultado
una proteina mas largas y con tractos de amino4cidosifeugntes a la proteina salvaje.

Se debe tener en cuenta, que la calidad y la precisiérs geedicciones utilizando FoldX
dependen principalmente de la disponibilidad de estructurasadesdtiucion, por lo general
determinadas por cristalografia de rayos X. En el caso de Z456ontamos con dos
limitaciones principales: carecemos de una estructura deeatilucion dado que la proteina
humana no ha sido aun cristalizada, y, por otro lado, gtgmta no evalla la energia de las
mutaciones que afectan a los residuos que interactuanl gmp® HEMO, ligandos, o
interaccion con membrana. Sin embargo, se pueden reptedicciones adecuadas con el
uso de estructuras aproximadas.

Para el analisis realizado en esta tesis, se incluybiéa el modelo generado con 2GEG
(Robins y col., 2006) a modo comparativo. Teniendo en cu@nta@giones que poseen una
buena conservacion en los dos modelos, espms poder evaluar con precision las
mutaciones en un tercio de la proteisabre todo aquellas que se ubican en las alfa hélices
En otro tercio de la misma, se esperaba realizar unaaei@h aproximada. El tercio restante
gue esta compuesto por residuos que interactian con el grup® HEMgiones con
conformaciones divergentes entre los dos modelos, erblgagie la prediccion no fuera
apropiada.

Para validar nuestras predicciones, sobre nuestro osngdesbbre el modelo 2GEGe
generaron 40 mutantes para las cuales se conocia su dctes@hual por ensayas vitro, se
estimé el cambio en la estabilidad de las proteinas aesedt y se analizé la correlacion con
su actividad residual. Como se consigné en resultados, mimedr andlisis realizado con las
40 mutantes, no se obtuvo correlacién entre la estabilididpteteina calculada por FoldX

y la actividad residuah vitro para ninguno de los 2 modelos utilizados. Sin embargo, si se
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excluian 15 mutantes para las cuales se propone que la digmirerc la actividad
enzimatica estaria relacionada a que son residuos que csa Wi regiones de union a
HEMO, sustratos u otros ligandos, se observé una buena comelBe hecho, de las 25
mutantes utilizadas, 18 presentaban valores muy simila#sG@Geon ambos modelos.

En general, se espera que una disminucion en la estabilidéal pleteina afecte a la
actividad, pero lo opuesto puede no ser cierto. Tal es el dmda mutacion p.V281L
(perteneciente al grupo de las 10 mutaciones mas frecygmesjemplo, que a pesar que
ambos modelos predijeron que la mutacion estabilizarfardeeina, los analisigh vitro
demuestran una disminucion de la actividad enzimatica (Tusia-izwcol., 1990). Hay que
destacar, sin embargo, que en algunos casos en los guisteouaa desestabilizacion de la
proteina, el causante de la enfermedad podria explicarsecgmbios en residuos
aminoacidicos que afectan a otras funciones, por ejeroplardinacion con el HEMO
motivos que estén involucrados en modificaciones post-tcamhaies o con la interaccion
con otras proteinas o ligandos.

A pesar que los resultados bioinformaticos pueden settadmes para realizar las
predicciones de actividad residual de una mutante, los ianidlis/itro son sumamente
necesarios para confirmarlos y estimar las conse@ashaicionales de las mutaciones, mas
aun cuando no se dispone de la cristalografia de la preteiestudio. Para la deficiencia de
21-hidroxilasa, son de suma importancia sobre todo en porsagdoren compuestos
heterocigotas que presentan una mutacion leve en el h@iwlogo, dado que es
practicamente la Gnica manera de clasificar la sevededdas mutaciones noveles de manera
certera. Por lo tanto, la genotipificacion y los améligncionales de mutaciones noveles del
genCYP21A2son muy relevantes a la hora de realizar un corasgeoramiento genétigo

eventualmente indicar o no, un tratamiento durante eheamb (Barbaro y col., 2006).
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Al igual que para el modelado molecular, en este trabamnaézaronlas consecuencias
funcionales de las 4 mutaciones puntuales de sustiggion sinGnimas presentes en la
region codificante del ge@YP21A2 No se analizarotin vitro las mutaciones p.L429fs y
p.H466fs, dado que el corrimiento del marco de lectura generprotgna 26 aminoacidos
mas larga que la salvaje en ambos casos, y nuestro gdeat@presion con el ADNc de la 21-
hidroxilasa s6lo posee 28pb de la region 3" no codificante.

Todas las mutantes generadas se ensayaron utilizando susb@asos de la enzima (17-OHP
y progesterona) y su actividad y expresion se coinpan la proteina salvaje. Para los
ensayos de actividad, la metodologia usada en este trapgjstd en analizar las diferentes
mutantes en presencia de concentraciones saturantesbde austratos. Por lo tanto, los
resultados obtenidos expresan la cantidad de enzima lbmiignte activa. Se analizaron
también los efectos funcionales de una de las mutacimmesles (p.E431K) en combinacion
con otra ya descripta previamente (p.D322G) que se hallabaresna alelo.

A continuacion se discuten, los principales hallazgosnitibs en el analisis bioinformatico
y en los ensayos funcionales.

Mutacion p.R132C:R132 es parte de un grupo de aminoacidos basicos que se ublaan en
superficie de la 21-hidroxilasa humana y participan en laaotén con residuos acidos de
la POR (Robins y col.,, 2006; Haider y col.,, 2018pdo ese grupo de residuos estan
alineados y cargados positivamente. A pesar que los dodom@i®lizados en este trabajo
muestran una estructura diferente en esta region, ensasebpredice que el cambio de
alguno de estos aminoacidos por otro de distinta carga @aya, provocaria que la carga
positiva de la region se vea afectada. Se espera, faot@bque se altere la interaccion con la

POR y que la mutacién C132 reduzca la actividad biol6gica elezlena.
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Si bien la magnitud de dicha reduccién no se puede predeaiyahos casos, el fenotipo del
paciente en combinacion con la naturaleza de la mutaci@ @omosoma homologo, nos
orientan hacia la actividad residual que se deberia esper alelo con la mutacién novel.
En el caso concreto de esta paciente, esta posibilidad cwrgde, debido a la ausencia de
mutacion en el alelo homdlogo. Sin embargo, Haider yldaider y col., 2013) proponen

gue la misma se asociaria con la FNC de la enfermedad d®higo de interacciones que

interrumpiria.

En los ensayos funcionales, la mutacién p.R132C preseat@ctividad enzimatica residual
compatible con la actividad que presentan los alelos dd@ade la enfermedad (alrededor
de 35% y 16% al utilizar 17-OHP y progesterona como sustrafigatesamente). Por otro

lado, los ensayos de WB mostraron que la mutacion p.R132&Fenta los niveles de la

proteina, dado que la cantidad de 21-hidroxilasa observada ppratdéha mutante y la

salvaje no mostraron diferencias.

Mutacion p.R149C:El residuo R149 se encuentra en la hélice D y no estapiecado en
interacciones con otras proteinas conocidas o cofact@uesdo se analiza la proteina con el
residuo 149C, no se desprende que este residuo intervengdoemdaion de un puente
disulfuro con ninguna otra cisteina cercana en la estruttideanensional. Teniendo en
cuenta estas observaciones, y considerando que para anduidos se predice una
desestabilizacion significativa en presencia de la mutgeiBb49C (Resultados, Tabla 12),
proponemos que este seria el mecanismo responsabledatditiape funcion de la proteina.
Nuestros resultados son coincidentes con lo propuestdgider y col. (Haider y col., 2013)
guienes sugirieron que la presencia de la mutacion p.R148Cumpiria la formaciéon del
puente salino que existe entre la hélice D y la hélice B @gresiduos R149 y E162 y por

lo tanto producir una desestabilizacion localizada de laatsta terciaria de la proteina.
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Nuevamente, la presencia de la mutacion p.V281L en el atetedlbgo de la paciente no
permitia predecir la gravedad de la mutacion novel. Laglest funcionales revelaron una
actvidad enzimatica disminuida relacionada con la forma levia geatologia (FNC). Esto
resultados son semejantes a los hallados para la mutpdf149P, donde los autores
describen una actividad residual semejante (23,4 y 16,9% con 17yOptBgesterona,
respectivamente, Chu y col., 2013). Al igual que para la ndutacR132C, esta mutacion no

afecta los niveles de proteina

Mutacién p.M283V: El residuo M283 se encuentra en la héliceegion con una elevada
conservacion de la secuencia aminoacidica entre diésr€YPsSe sugiere que esta hélice
participa tanto en lanion con el grupo HEMO como en la unién y el reconocimiatgb
sustrato (Robins y col., 2006)

Como ya hemos sefalado en el capitulo de resultagastgdo 1V.2.2.), los dos modelos
describen consecuencias diferentes para la mutacion p.M28@vitras que al utilizar el
modelo desarrollado con 2GEG se observaron diferenciesesrergia libre entre la mutante
y la proteina de tipo salvaje, nuestro modelo desarrolladd@iskit mostré una diferencia en
la estabilizacion de la proteina mutante. Dada la ausdaaima estructura experimental de
la P450C21 humana, estas discordancias sugeririan que ninglosndedelos resuelve en
forma acertada la estructura para esta region en particu

La p.M283V se encuentra muy proxima a la mutacion p.V281L paraalase propone que
existiria una alteracién en el reconocimiento de ledratos, o en la interaccion proteina-
proteina (White y Speiser, 2000). Por lo tanto, es posible quecanismo patogénico de la
p.M283V sea similar al de la p.V281L.

Teniendo en cuenta que la actividadvitro de 281L es cerca al 30-50% (Wu y Chung,

1991) y que la actividad enzimatica residual de la proteindicamth por el alelo homdlogo
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de dos de las tres pacientes corCRh las que se encontrd la mutacion es casi nula (c.283-
13A/C>G y 5" macroconversion), sugerimos que la mutante V2&3a®@aria con un alelo
leve. De hecho, los estudios funcionales confirmardiasegredicciones, ya que las
actividades residuales con 17-OHP y progesterona fueron de rapdaxnente 16 y 19 %,
respectivamente. Al igual que para las 2 mutaciones anteriesta mutante no muestra
diferencias en los ensayos de expresion en el WB resgeck proteina salvaje. Dado que
proponemos que por su proximidad con la p.V281L el mecanismo sarigjante, los
ensayos funcionales coincidirian con las predicciongisfbrmaticas, dado que se afectaria
la interaccion con los sustratos y no la capacidadidiesss (o degradacion) de la proteina

mutante.

Mutacion p.E431K: Los resultados obtenidos usando ambos modelos predijeren qu
p.E431K no causaria una desestabilizacién de la prot®ima&mbargo, E431 se encuentra
dentro de un grupo de residuos basicos localizados en la sgpedicanos al sitio de
interaccion con la POR (Hlavica y col., 2003). Por lddaes de esperar que el cambio de un
residuo basico en lugar de uno acido en esta mutante afgmbtencial electrostatico en esta
superficiey en este caso impliqgue una pérdida de interaccion ccdfa P

La sustitucion de un acido glutamico por una lisina pueddaaféa interaccion correcta de
los ligandos que se produce debida a la carga que posee la P4B0sR1saperficie
Alternativamente, al aumentar aun mas la carga netiivaode la superficie, se podria
aefctar la disociacion del ligando de la enzima. Estadiqgmiones no concuerdan con las
sugeridas por Haider y col. (Haider y col., 2013) quienes pespgue la mutacion p.E431K
impediria la formaciéon del puente salino existente entres@duo E431 y el residuo R435,
ambos en la hélice,lque desestabilizaria la estructura terciaria local dgrdéeina. Sin

embargo, un analisis detallado de la estabilizacién globéd geoteina en ese trabajo son
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coincidentes con nuestras predicciones bioinformaticasigae observa un leve aumento (-
0,6 kcal mol-1) en la diferencia de energia libre respgeta proteina salvaje.

La mutacion p.E431K se la hall6 eis con la mutacion g.2012A>G (p.D322G) descripta con
anterioridad (Loidi y col., 2006). Estudios funcionaiesvitro demostraron que p.D322G
reduce la actividad de la enzima a valores que se asoamta d&@NC de la enfermedad
(Bleicken y col., 2009). Por lo tanto, y teniendo en cu&ganalisisin silico, no se podia
descartar que la consecuencia patologica de este ald&baea esta mutacion. El modelado
molecular, por otro lado, predecia que los posibles efetosmbas mutaciones eran
independientes. Por lo tanto, los analisigitro eran necesarios para aclarar ain mas si este
alelo representa un alelo severo o uno leve. Mas aister varios trabajos que analizaron la
consecuencias biologicas de la presencia de 2 mutacieves en un mismo alelo
((Nikoshkov y col., 1997; Lajic y col., 2002; Soardi y col., 2008rdy y col., 2010). En
todos los casos se demostro que las mismas codificaprsigpara alelos con baja o nula
adividad enzimatica.

Los estudiosn vitro en este trabajo se realizaron para las dos mutaceon®rma aislada asi
como para la doble mutante. Los ensayos funcionales tlamaws que las mutaciones
p.E431K y p.D322G en forma aislada se relacionarian con la deéN@eficiencia de 21-
hidroxilasa, mientras que las dos mutacionesigmeducen la actividad enzimatica a valores
cercanos a aquellas mutaciones relacionadas con laW8rda la patologia.

Los ensayos de WB con homogenatos de células COS-7ettamuas con p.E431K,
p.D322G y la doble mutante p.E431K + p.D322G indicarian, por otro tadogexiste una
clara disminucion de la cantidad de proteina. Estos resulsayeririan que en estas
mutantes existiria una deficiencia sa sintesis o una mayor degradacién de la proteina

resultante. Si bien es muy probable que alguno de esttenimmos sea el responsable de
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gue se obtengan niveles mas bajos de expresion, no seomittisrniveles resultantes del
ARNmM de cada mutante para descartar la existencia de algdanismo que pudiera
implicar una menor tasa transcripcional de los vectordsaareento de la degradaciéon del
ARNmM. Sin embargo, existen trabajos anteriores en dsedelescribieron mutaciones
puntuales en el ge@YP21A2que causan una disminucion en la estabilidad de la proteina y
por lo tanto en la vida media de la misma. Un ejemplol eas® de la mutante p.R483P
(Nikoshkov y col., 1998). Del mismo modo, y al igual que tseyvado en este trabajo de
tesis, se describi6 una reduccion en la cantidad de @otgirpresencia de la mutacion
p.D322G sin que se haya modificado la cantidad de ARNm deslaan{Bleicken y col,
2009).

Por lo tanto, la reduccion en la actividad de la enzima quebservd en las células
transfectadas con p.E431K y p.D322G en forma independiente poghiiaarse por una
disminucion de la expresion de la proteina. Por el coofran se observo un efecto sinérgico
en la disminucion de la cantidad de proteina en presencia @nhutaciones en la misma
construccion, ya que los ensayos de WB tanto para p.D322G para p.E431K o la doble
mutante, muestran que la cantidad de proteina es semdjatds observaciones sugeririan
gue existiria un efecto adicional en la conversion deauostjue probablemente resulte de
una conformacion tridimensional diferente de la doble metant

Por otra parte, los resultados de analisis de WB para p.Eei#itkastan con la prediccion
silico que sugerian que esta mutacion aislada estabiliza a la prddeitio que la mutacion
introduce una lisina, una posible explicacion podria sereteerciéon de un nuevo sitio
ubiquitinacion. Sin embargo no hallamos sitios potencialebgiitinacion en esta region.
Por lo tanto, y al igual que lo reportado por otros autoeegrésencia de mas de una

mutacion leve en un mismo alelo, predice un alelo seven el caso de la paciente de
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nuestra cohorte, por lo tanto, el fenotipo NC se debgeekencia de la mutacion p.V281L.
Sin embargo, esta paciente es portadora de un alelo ge eieda descendencia de un nifio
potencialmente afectado de la forma VS. En este casopm& en todos los casos de
pacientes compuestos heterocigotas con un alelo segiraportante recomendar el estudio

de la pareja para un correcto asesoramiento de los riesdgaslescendencia.

V.3. ANALISIS IN VITRO DE LA MUTACION c¢.652-2A>G

En este trabajo de tesis hallamos una mutacién c.652% 24>l sitio aceptor deplicing del
intron 5 del gen. Para analizar sus consecuencias biag)ge utilizd la expresion transitoria
de minigenes reporteros dplicing que se transfectaron en células de origen humano HEK-
293 y Hela, asi como en la linea celular adrenal Y-1 derongeino.

Los ensayos realizados @T-PCR y posterior secuenciacion del ADNc del minigén en
estudio, mostraron que el alelo con la mutacion ¢.652-2A>G semampletamente el uso
del sitio candnico dsplicingtal como se habia predicho mediante el analisis bimn#tco
con el program#SF. Los ensayos bioinformaticos predecian ademas, la miaggotencial

de 2 sitios cripticos dsplicing Sin embargo, en las tres lineas celulares analizaoss, |
estudiosin vitro demostraron que en lugar del sitio canénicspleeing se utilizaba el siti
criptico en el exdn 6 dando lugar a un ARNm que poseialelecion de 16 nt que predice la
aparicion de un codon de terminacién de la traduccién premnaunt rio abajo.

Hasta este momento, se describieron en la literatural0foutaciones en los intrones del
gen CYP21A2(Higashy y col., 1988; Wedell y col., 1993a; Lajic y ol., 1996; keeol.,
1998; Ordonez-Sanchez y col., 1998; Billerbeck y col., 2002; Fyiaet, 2006; Rothberg y
col., 2000; Katsumata y col., 2010; Finkielstain y c20.11; Rubtsov y col., 2011), y 5 de

ellas se encuentran en el intrén 2. Casi en su totalldadnutaciones se asociaron con la
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forma PS de la enfermedad, pero so6lo en 3 de ellas sarealzstudios funcionales (Lee y
Chang, 2001; Katsumata y col., 2010; Rubtsov y col., 2011

De manera similar a nuestro hallazgo, Lee y col. (Leely 1998) hallaron una mutacién en
un sitio donor desplicing del intron 2 del gen (c.390+1G>A). En un trabajo postekiar,
autores demostraron que la mutacion estudiada inhibia complgt el uso del sitio
canonico y que en su lugar se utilizaba un sitio cripticeptlieing (Lee y Chang, 2001). A
diferencia de la mutacién hallada en este trabdag autores describen la presencia de dos
tipos de transcriptos del g&lYP21A2mutante EI 70% de los transcriptos correspondian a
un ARNm en el que se eliminaba todo del intron 1, el exprelR intrén 2. Sin embargo, el
30% restante de los transcriptos conservaba 19 pb d@&h idtdebido a la utilizacion de un
sitio aceptor criptico dsplicing

Por su parte, Katsumata y col. (Katsumata y col., 2010yideson una mutacion, c.1221-
9C>A, en el intron 9 del gen. Mediante estudios fundemdemostraron que este cambio
genera un sitio aceptor @plicing aberrante en el intron 9 que anula por completo iel sit
canonico con la adicion de 7 bases en el ARNm reseliaatisencia de la proteina CYP21.
Por su parte, Rubtsov y col. (Rubtsov y col., 2011) descgberel cambio ¢.290-7C>G en
el intrén 2 del gen impide el uso del sitio aceptor camwdel intron 2.

Existirian dos mecanismos posibles que explicarian lagcoescias patogénicasvivo de

la mutacidén c.652-2A>G hallada en este trabajo que namstnamente excluyentes: a- la
formacion de una proteina trunca, inestable y sin actiddadnatica, y/o b- la degradacion
del ARNm debido a un mecanismo de degradacion mediada poresodim sentido
(conocida como NMD por sus siglas en inglés parasense mediated dega8in embargo,
la metodologia empleada en este trabajo se basa ebr&espresion de ARNmn vitro a

partir de un promotor fuerte. Por lo tanto, no es positddizan si se produce o no NMD ni
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predecir si este mecanismo pudiera actoavivo. No obstante, e independientemente del
mecanismo subyacente, en ambos casos se prediceaisealeto debida a la sustitucién del
sitio aceptor deplicing que produciria una proteina sin actividad enzimatica

A modo de resumen de estos dos Ultimos apartados, podefakrsque para las 4
mutaciones noveles puntuales no sinénimas halladas egifa rcodificante del gen en los
pacientes de nuestra cohorte, el modelado moleculaiéresambios en la estabilidad
estructura y/o carga de la superficie de la proteina que poektan relacionados con la
manifestacion clinica que se observa en los pacientesuRarte, los estudios funcionales
vitro demostraron que todas las mutantes en forma aislada prouoe disminucion de la
actividad enzimatica entre el 15 y el 508§ae se relacionarian con la FNC de la enfermedad.
La doble mutante, en cambio, se asociaria a la forma VS.

El anélisis de WB reveld que la cantidad de proteina paradtaciones p.R132C, p.R149C
y p.M283V era comparable a la del tipo salvaje, lo que sugierdagueduccion de la
actividad enzimatica no se debe a una disminucion sighific en la cantidad de 21-
hidroxilasa, sino a la funcionalidad de la misma. Estac@sordante con los estudios
realizadosin silico para estas 3 mutantes que predicen modificaciones osk&titas o
desestabilizacion de las proteinas.

Por otra parte, la presencia de una segunda mutacion esnab ralelo, caracteristica muy
comun en la deficiencia de 21-hidroxilasa, no suele sdizada enas prediccionef silico.

De hecho, los estudios funcionales realizados en a$i@dry en muchos otros (Nikoshkov y
col., 1997; Menassa y col, 2008; Soardi y col., 2008; Tardy ly 2010) revelaron
actividades enzimaticas mas bajas para alelos con dosonetateves enis, a diferencia de

los resultados que se obtiene cuando ambas mutacionégsdiarepor separado.
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Para la mutacion en el sitio aceptorgpdicing los ensayos funcionales demostraron que en
presencia de la mutacion c.652-2A>G se anula el uso detaitibnico desplicingy que en
su lugar se utiliza un sitio criptico dentro del exdn 6 queadagar a la aparicion de un
codon de terminacion de la traduccion prematuro.

Es necesario considerar que a pesar de que los estudia® son sumamente necesarios y
colaboran para el asesoramiento genético, tienen dimites ya que no necesariamente lo
gue se observin vitro va a coincidir con lo que ocurie vivo. Como ya se mencionara,
existen pacientes con fenotipos discordantes de acuesulgenotipo y pacientes cripticos a
pesar de tener las 2 mutaciones que provocarian lai@paté sintomatologia. Por lo tanto y
excepto para el caso de la mutacion p.M283V donde observamogBtgaque la poseen,
seria necesario el hallazgo de mas pacientes connmagtasiones noveles para definir con

total certeza a que forma de la enfermedad se asocia cade eltas.

V.4. ANALISIS DE PARAMETROS FENOTIPICOS EN LOS PACIENTES DE
NUESTRA COHORTE Y SU CORRELACION CON EL GENOTIPO

Como se menciono anteriormente, el estudio de las 10cionés mas frecuentes en los
pacientes de nuestra cohorte posibilitd la caractedmade! 996 de los alelos provenientes
de pacientes PS, un 91% entre los VS y alrededor del 70% aleltws de los pacientes de la
FNC (Dain y col., 2002).

A partir del estudio realizado en esta tesis, se lagtéblecer el genotipo en todos los
pacientes clasico de nuestra cohorte, pero solo en ePolfg los pacientes FNC
secuenciados. Por lo tanto, aun luego del estudio de las 10ianatamas frecuentes y la
secuenciaciéon completa del g&YP21A2,resta un alto porcentaje de alelos FNC sin

caracterizar.
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Del total de 274 pacientes de la FNC de nuestra cohorte, efY2@20) se completé su
genotipo mediante el estudio de las 10 mutaciones masritesu&2 fueron secuenciados y
de ellos 12 presentaron las dos mutaciones causantesdiernmedad. Por lo tanto, luego
del analisis de las 10 mutaciones mas frecuentes y lansgacién completa del gen
CYP21A2 214 pacientes (78%) se correspondieron fehacientemente con individuos que
presentaban la FNC de la deficiencia de 21-hidroxilasa.skl e los pacientes de la FNC
gue poseen s6lo un alelo mutado (29/274; 10,6%) en elCyd#*21A20 bien ninguno
(33/274; 12,0%), corresponderian a individuos hiperandrogénicos penasjes posible que
existan otros factores genéticos y/o ambientales quelmgyan con la manifestacion clinica
que presentan.

La alta frecuencia de portadores hallada en nuestro gieipacientes es concordante con lo
reportado en la bibliografia. Es de destacar, sin embargmuwpstro estudio presenta una
muestra muy enriquecida en pacientes FNC con un numayorrde individuos analizados
gue en otros trabajos anteriores y en otras poblaciones.

Para la poblacion de Estados Unidos, por ejemplo, se obsera frecuencia de portadores
del 10,4%, al analizar 47 pacientes con la FNC (Finkialstacol., 2011). Por su parte,
Marino y col. (Marino y col., 2011) al analizar 217 pacienten diagnostico de FNC en
nuestra poblacion, hallaron una frecuencia de alelosisiaciones del 19%. En la poblacion
brasilera, la frecuencia de alelos que no poseen muta@anelsgenCYP21A2es también
elevada, ya que si bien el estudio de 17 mutaciones petangenotipificacion completa del
69% de los alelos provenientes de los pacientes FNC (Baghleda2000), la secuenciacion
posterior de los alelos sin determinar, demostré que el®&8%s mismos no presentaban

mutaciones (Bachega y col.,, 2004) en forma semejantehalllado en este estudio. Sin
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embargo, en un trabajo reciente en la poblacion alemiande analizan 34 pacientes de la
FNC, se observo una frecuencia de portadores del 4,6%¢€Krool., 2013).

Nuestros datos, junto con los datos de otros trabajos (&8ll; Bachega y col., 2000;
Ezquieta y col., 2002a; Rodriguez y col., 2006; Arukwe, 2008) apdyemneepto que es
probable que un valor 17-OHP post ACTH de 10 ng/ml podria sobagsindiagndstico de
la FNC de la enfermedad. De hecho, Finkielstain y col. {@stlin y col., 2011) no hallaron
pacientes con las dos mutaciones causantes de la enfdromdan valor de 17-OHP post
ACTH inferior a 13,6 ng/ml. Por su parte, Bachega y colckBga y col., 2004), lograron
caracterizar las 2 mutaciones causantes de la pat@ogiacientes con 17-OHP post ACTH
superior a 17 ng/ml, similar al valor de 16,9 ng/ml reportado poeiey col. (Deneux y
col., 2001). En un estudio realizado por Ezquieta y col. (Ezyyiebl., 2002a), después del
analisis exhaustivo del gen con secuenciacion, la preséeclas 2 mutaciones en el gen
CYP21AZse observaba en pacientes que poseian 17-OHP en rasguest de ACTH igual
o mayor a 20 ng/in En todos los trabajos antes mencionados, el@¢éR21A2se analizo
por secuenciacion en aquellos pacientes que no poseiamliels2con las mutaciones mas
frecuentes.

Asimismo, se reportd con anterioridad que los portadoramdesola mutacion en el gen
CYP21A2pueden presentar sintomatologia y valores hormonaléargsa los afectados de
la FNC de la deficiencia (Krone y col.,, 2000; Admoni y cd006). Sin embargo,
Knochenhauer y col. (Knochenhauer y col., 1997) luego de and8zaortadores obligados
del genCYP21A2y 22 controles, observaron que no hay diferenciasseniveles de A, ni de
DHEA ni de 17-OHP basal, pero si en los niveles de estadma luego del estimulo con
post ACTH. Los autores concluyen ademds, que ser portidanutaciones en el gen

CYP21A2no aumenta el riesgo de tener hiperandrogenismo. Estossaytmt® con otros
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grupos, sostienen que poseer mutaciones en un alelo del gsrsuficiente para justificar el
exceso de andrégenos y anormalidades en la esteroidsgém@sdo que los signos de
hiperandrogenismo e incluso los valores aumentados de 17 &D#i€h se observaban en la
poblacion general (Knochenhauer y col., 1997; Rumsby yX@88; Witchel y Lee, 1998).
Sin embargo es de destacar que en estos trabajos no segeelgenCYP21A2en aquellos
individuos que no poseian algun alelo con las mutacionesfredgentes derivadas del
pseudogén.

Por su parte, Escobar-Morreale y col. (Escd¥arreale y col., 1999) analizaron 40 mujeres
con hirsutismo y 13 controles. Las pacientes fueron daglien 3 grupos, segun si el
hiperandrogenismo era idiopatico, ovarico o adrenal. Bostéos casos analizaron el perfil
hormonal de las pacientes y controles, asi como lasut@ciones mas frecuentes del gen
CYP21A2 Los niveles de 17-OHP basal o post estimulo con ACTHorusimilares en
todos los grupos analizados y al analizar las mutacionegedeCYP21A2,0bservaron 9
portadores: 3 del grupo adrenal, 3 idiopaticos, 2 del grupo owvaric@ontrol. A su vez,
algunos eran portadores de una mutacion leve y otros dewera.sCon estos resultados, los
autores concluyen que no hay una relacion entre eligerdd portadores de mutaciones del
genCYP2RA2y el exceso de androgenos.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, es notorio que anareyostura definida si el
hecho de ser portador de mutaciones en el @éR21A2aumenta o no el riesgo de ser
hiperandrogénico. De todas formas, ademas de los portaddieetol en nuestra muestra de
pacientes, es llamativo que observemos también individuosalores elevados de 17-OHP

pero sin mutaciones en ningun alelo.
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Por lo tanto, y considerando todas estas observacioneslinaesc analizar los valores
hormonales y la edad de aparicion de la sintomatoldgidos pacientes de la FNC en
diferentes grupos segun si poseian 2 mutaciones, 1 0 ninguna

Luego de analizar los valores de A, T y DHEA-S para tdoegrupos en estudio, no se
obtuvieron diferencias significativas entre ellos. Boranto, los valores de estas hormonas
no serian informativos a la hora de decidir la inéluo no de un paciente al estudio de
diagnostico molecularal menos en nuestra poblacién. Por otro lado, tampo@r@sos
diferencias en la edad de aparicion de la sintomatologia.

Por el contrario, al analizar los valores de 17-OHRalbgspost estimulo con ACTH, se
obtuvieron diferencias significativas entre los grupos cips mutaciones y los que
presentaban una o ninguna. Sin embargo, si se analigamalores individuales de los
pacientes, observamos que existe superposicion entrelésdpipos, si bien claramente se
observa que ningun paciente con las 2 mutaciones pose&ourde 17-OHP menor a 12,5
ng/ml (Resultados, apartado 1V.4.1., Figura 50 y Tabla 17)

A partir de estas observaciones iniciales, agrupamasvdmres de 17-OHP post estimulo
con ACTH en diferentes rangos para estimar la probabitidaglie un paciente posea ambos
alelos del gen mutado. Mediante este analisis, observamue, s@consigné mas arriba, que
a pesar que el valor de 17-OHP post ACTH utilizado como dal@orte para la inclusion de
pacientes en nuestro laboratorio es de 10 ng/ml, ninguno gad@ntes que poseia valores
entre 10 y 12,5 ng/ml, presentaba las dos mutaciones causknta enfermedad. Por su
parte, solamente el 4,1% de los pacientes con 2 mutagicesEnta valores de 17-OHP entre
12,5 y 17 ng/ml (todos ellos pertenecen al grupo de 2 aleles)Jewmientras que alrededor
del 73% presentaba valores entre 17 y 20 ng/ml. Llamatitamein15% de los pacientes

gue poseen valores de 17-OHP post ACTH mayores a 20 ng/mpiesentan ambos alelos
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mutados. Estos resultados claramente estrian indicqunelsi bien segun el nomograma
clasico de New (New y col., 1983) los valores de 170HP postHAiQUiales o superiores a
10 ngml eran diagndsticos del déficit de 21-hidroxilasa para FAKC, los estudios
moleculares demuestran un panorama diferente.

De cualquier manera es necesario aclarar que para eldeasoestros pacientes, si bien
mayoritariamente fueron derivados del Hospital Durand yHibslpital Italiano de Buenos
Aires, muchas de ellos provienen de distintos centros delyppor lo tanto los estudios
hormonales se realizaron en diferentes laboratgripsr diferentes metodologias. Por esta
razon, no establecimos a partir de este estudio un vadicfivo positivo 0 negativo para los
valores de 17-OHP post ACTH. De hecho, Van der Kamp y¢ah (er Kamp y col., 2004)

y Ballerini y col. (Ballerini y col., 2014) observaron diferescal analizar el valor de 17-
OHP por diferentes métodos tanto en los valores de quéese utilizarian asi como en la
cantidad de falsos positivos y negativos.

Los valores predictivos (positivo y negativo) miden [dcaeia real de una prueba
diagndstica. Diversos grupos de trabajo calcularonresi@redictivos positivos para los
dosajes de 17-OHP basal y post ACTH que permitan encontcaenfes con las 2
mutaciones del ge@YP21A2 pero en todos los casos el dosaje se realizd por un Unico
método (Hayashi y col., 2011; Barra y col., 2012). El grupo dpiiEta y col. (Ezquieta y
col., 2002b) calculé el valor predictivo de 17-OHP post AQiEra predecir la presencia de
un alelo severo en pacientes FNC. Los autores repora®pueden predecir el riesgo de
mutaciones severas en heterocigosis compuesta con us#ilgad del 93% y una
especificidad del 83% a partir de valores de 50 ng/ml para la pdegtast ACTH.

En el caso de la 17-OHP basal, a partir del analisizaelmlien este trabajo, se observaron

también diferencias significativas entre los grupos gseipo 2 mutaciones leves o bien una
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leve y otra severa. Estos resultados son coincidentestoos trabajos que observaron las
mismas diferencias en la 17-OHP basal, si bien tambi@bién observan diferencias en el
valor de esta hormona post estimulacion con ACTH (\Wainy col., 1996; Deneux y col.,
2001; Bachega y col., 2004, Moura-Massari y col.,, 20P®r su parte, Speiser y col.
(Speiser y col., 2000) en un estudio multicéntrico analiztambién las caracteristicas de los
pacientes con 2 mutaciones leves o una leve y otraaseédebien los autores no observaron
diferenciasen la 17-OHP basal, observaron diferencias en la prueba gsiimulo con
ACTH, a diferencia de lo hallado en esta tesis. A sy eeznumerosos trabajos se describid
gue ademas de la diferencia en los niveles de 17-OHP post A&@Gifel individuos con 2
mutaciones leves o una leve y otra severa, tambiérntegtalgan diferencias en los niveles de
andrdgenos y en la edad de aparicion de la sintomatdMfyiay Chung, 1991; Bachega y
col., 2000; Weintrob y col.,, 2000; Deneux y col., 2001). Sirbago, otros grupos no
hallaron diferencias significativas en la cantidad de asigolinicos que presentaban los
pacientes FNC con 2 mutaciones leves o0 una leve y uepeas@si como tampoco en la edad
de aparicion de los mismos, ni en los valores de testoatgrandrostenediona (Ezquieta y
col., 2002b; Bidet y col. 2009; Moura-Massari y col., 2013). ©#atores, sin embargo, no
hallan diferencias en los niveles de androgenos, pero aisavéridad de los signos clinicos
segun si los pacientes poseen 2 alelos leves o uno &harp severo (Speiser y col, 2000).
En nuestro caso, no observamos diferencias en loseggbromedio de 17-OHP post ACTH
de acuerdo a si los pacientes presentaban 2 alelosdewss leve y el otro severo. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que el nimero de pa@arnites que se contaba con el
valor de la 17-OHP poste ACTH era bastante inferior gulescontaban con valores basales,
ya que si los pacientes poseian valores superiores a 6 magfmichos de ellos no se les

solicitaba la prueba. Nuevamente otra explicaién posible, pusdda diferencia en la
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metodologia de ensayo utilizada en cada caso. De cuaigai@ra es de destacar que ningun
paciente con un alelo leve y el otro severo preserbdesade la prueba menores a 17 ng/ml.

En resumen, al igual que para la mayoria de los autored, gresente trabajo no hallamos

diferencias entre los grupos en estudio ni en los nivddeandrogenos ni en la edad de
aparicion de los sintomas. Por otro lado, las diferemdiasrvadas en los valores de 17-OHP
basal entre aquellos pacientes que poseen un alelo sswgeoiria que si bien los niveles de
17-OHP se verian afectados por la presencia de una musasiéra, estas diferencias no se

verian reflejadas en una presentacion clinica diferent

V.4.1. CORRELACION ENTRE EL FENOTIPO OBSERVADO Y EL ESPERADO DE
ACUERDO AL GENOTIPO HALLADO EN PACIENTES CLASICOS Y NO
CLASICOS TOTALMENTE GENOTIPIFICADOS

Analizando todos los genotipos encontrados en nuestrosnfEgieya sea mediante
secuenciacion o mediante el estudio de las 10 mutacicie$r@cuentes, observamos que el
genotipo mas frecuente para la FC PS fue ¢.283-13A/C>G/c.283-1GA¢0 el 13,7% de
estos pacientes. Para los pacientes FC VS, el genotipgequresentd con mayor frecuencia
fue p.1172N/c.283-13A/C>G en el 29,8% de los casos y para los fescia la FNC, el
genotipo de mayor frecuencia fue p.vV281L/p.V281L en el 33% de los.caso

Para la FC PS, los datos bibliograficos muestran que el genotas frecuentes en otras
poblaciones es el mismo que el hallado en los pacientesedéran cohorte, con frecuencias
de 23,6% en Estados Unidos (New y col., 2013), 11,5-32,1% en Turqsigy @4, 2009;
Toraman y col., 2013), 15,7-30,3% en Brasil (Witchel y col., 28@@hega y col., 2004) y
28% en Eslovenia (Dolzan y col., 2005). Asimismo, en otiioajoarealizado en individuos

de nuestra poblacién, se describe una frecuencia de 15,5% Ipaenatipo c.283-
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13A/C>G/c.283-13A/C>G para esta forma clinica de la enfermedadn@varcol., 2011).
Sin embargo, el genotipo mas frecuente para los indiviAi®®n Noruega fue Del/Del
(Nermoen y col., 2012), y en un estudio realizado en lidapn de Holanda, el 13,8% de
los afectados PS presentaba el genotipo ¢.283-13A/C>G/OkkglBtoek y col., 2003), al
igual que en la poblacion de Portugal en el 17,7% de los paci@&niges y col., 2006).

Para la FNC, el genotipo mayoritario en otras pobtesces el mismo que en nuestro grupo
de pacientes. Los datos reportados en la bibliografia ranesgue el genotipo
p.V281L/p.V281L se hall6 en el 25% en Francia (Bidet y col., 2009), 38/b%stados
Unidos (New y col., 2013), 40% en Brasil (Bachega y col., 2004) y 446%:spafa
(Ezquieta y col., 2002b). En forma concordante, Marinol§Marino y col., 2011) describen
una frecuencia del 31.3% para genotipo p.V281L/p.V281L en afectadasAdgentina. En
Eslovenia, sin embargo, el genotipo mas frecuente pafddafire p.vV281L/Del hallado en 6
de 35 pacientes con esta forma clinica (17,1%), mientras qenelipo p.V281L/p.V281L
se encontré en solo 1 paciente (Dolzan y col., 2005).ighangenotipo (p.V281L/Del) fue
el mas frecuente en la poblacién de Portugal, en el 57,166 dasos (Friaes y col., 2006).
Para la FC VS, el panorama es diferente. El genotipo freésente observado en la
poblacion turca fue ¢.283-13A/C>G/c.283-13A/C>G en el 20-33% de losnpexiéBas y
col., 2009; Toreman y col., 2013), seguido por p.I172N/Del 8pb (p.G110_Yid2delel
10% de los casos (Bas y col., 2009). Por otro lado, New yNeWv y col., 2013) observaron
en un grupo heterogéneo de pacientes, que para la forma ®¥®mnfedmedad, el genotipo de
mayor frecuencia fue p.1172N/Del en el 28,3% de los casosnist® genotipo es el que se
observé con mayor frecuencia (38,5% de los casos) paf@nam VS en la poblacion
holandesa (Stikkelbroek y col., 2003). Otros grupos, sin empdegoribieron que entre sus

pacientes VS, los genotipos mas frecuentes eran los mgsimolos observados en los
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pacientes de nuestra cohorte, con una frecuencia queleagfare el 17 y el 40% (Bachega
y col., 2004; Dolzan y col., 2005; Marino y col., 2011; Nermpenl., 2012).

Al analizar si los genotipos hallados entre los pacietgesuestra cohorte se correspondian
con el fenotipo observado, se evidencid una alta ewiéal fenotipo-genotipo. Segun
nuestros datos, el 97,7% de los pacientes analizados eseestéan (300/307 pacientes)
mostraron que el fenotipo observado era el esperado dela@igenotipo hallado. Nuestros
resultados son concordantes con la mayoria de logasategportados, donde se observa una
correlacion que varia entre el 80 y el 95%. (Mornet y, @991; Speiser y col., 1992; Wedell
y col., 1994; Wedell, 1998; Krone y col, 2000; Wilson y col., 200akiElstain y col., 2011).
Sin embargo, en otros estudios se describe una correlatgior al 50% (Krone y col.,
2000; New y col., 2013).

En los 7 pacientes de nuestra cohorte en los que noam®®@lbsa buena correlacion, no se
incluyeron aquellos genotipos que poseen la mutacion c.283-1@A42>que la misma
puede asociarse tanto con la forma VS como PS (Wilsoal.y 1995; Speiser y White,
1998). Es sabido que esta mutacion genera un nuevo ssjplideg en el intron 2 del gen
CYP21A213pb antes del sitio candnico, lo que produce un corrimienéb marco de lectura
gue anularigotalmente la actividad de la enzima. Sin embargo, se praponein cierto
namero de alelos al azar produciria splicing normal y esto seria suficiente para que la
actividad enzimatica pueda sintetizar una pequefia cantidad d¢eadaha y por lo tanto los
pacientes presentar el fenotipo VS (Wilson y col., 1995; 8pgigVhite, 1998).

En general, las discordancias fenotipicas obsereas los pacientes de nuestro estudio se
relacionan a la presencia de la mutacién p.1172N. Siibieilalmente se describié que esta
mutacion se asociaria a la forma VS de la patologiainaractividad residuath vitro del 1-

2% (Tusie-Luna y col., 1990), se propone que en algunos lzagosvidad de la enzima con
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esta mutacion no seria suficiente para prevenir la g@isa (Wilson y col., 1995). De
hecho, en la bibliografia existen varios trabajos en&sedbservan pacientes PS y VS que
presentan esta mutacion (Wilson y col., 1995; Speiser yeWh@98; Bas y col., 2009;
Finkielstain y col., 2011; New y col., 2013). Estas discor@asnse hallaron en hermanos con
el mismo genotipo, lo que sugiere, la participacion de neadibres que actuarian en la
transcripcién, traduccién o en la accion de la 21-hidrsaiChin y Speiser, 1998; New y
col., 2013). De hecho, 2 hermanos de nuestra cohorte cgenetpo p.I1172N/c.283-
13A/C>G, presentaban fenotipos diferentes, uno era P8tsoeVS (Anexo 3, pacientes 811
y 812).

En nuestro grupo de pacientes, 4 individuos con la mutacid@2N en un alelo y otra
mutacion severa p.Q318* p.R356W, p.L429fs o ¢.283-13A/C>G en el ladetwlogo,
presentaron un fenotipo PS. Tres de ellos fueron seedesc (los que poseian las
mutaciones p.Q318*, p.R356W y p.L429fs) y no se detectd ningunamoit@cion que
pudiera generar un fenotipo mas severo. El pacientgeootipo p.I1172N/c.283-13A/C>G
no pudo ser analizado mediante secuenciacion. Sin embargoakz6 por esta metodologia
a su hermano que presentaba el mismo genotipo pero exhiiégaatipo VS. Por lo tanto,
existe una probabilidad que el paciente PS, presente unaidnudgc novoque pudiera
explicar su fenotipo.

Para el caso del paciente que posee la mutacién p.1172Nesodigosis compuesta con la
mutacion novel p.L429fs, mas alld de las razones antexionadas, una explicacion
alternativa posible es que la proteina mutante que posegifm carboxi-terminal alterada
pueda actuar como dominante negativa. Esta mutacién, cas® mencionara, produce una
proteina 26 aminoacidos mas larga y un tracto de 91 minoadifdventes. Es decir, el

plegamiento alterado de la proteina mutante podria secuesralos o cofactores de la 21-
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hidroxilasa de manera tal que el funcionamiento de la progpgén@rada por el alelo
homologo se vea afectada. Para confirmar esta hip&esieberian realizar estudinsitro
gue incluyan la co-expresion de vectores con ambas mnésgiuno que posea la pl172N y
otro con la mutacion p.L429fs.

Es interesante destacar que se describieron pacienteta ddNC que eran compuesto
heterocigotas con dos mutaciones moderadas o severamldtamik y col. reportaron un
paciente p.I1172N/c.283-13A/C>G y otro p.1172N/p.1172N (Finkielstain y., cd011).
Asimismo, New y col. publicaron un paciente p.l1172N/Del con el mifanotipo (New y
col., 2013). Dado que este paciente no fue estudiado poreBolot, los autores proponen
gue el fenotipo observado se explicaria si el pacienteepElsgenCYP21A2duplicado con
una mutacion leve menos frecuente (New y col., 2013). Pmade, Stikkelbroek y col.
(Stikkelbroek y col., 2003) reportaron en la poblacion holsagcientes FNC con genotipo
es p.1172N/p.I172N. En nuestro grupo de pacientes, sin embargo, reses®Goningun
paciente que presente 2 mutaciones moderadas y exhiba FNAN&EKO 3).

Por otro ladpse describié que la mutacion p.R356W se asocia fundamentalmda forma
PS de la enfermedad. Sin embargo, hay un trabajo en lagbdfle donde se describen dos
hijas de un matrimonio cosanguineo, ambas con el genotR85@W/p.R356W, que
presentban un fenotipo VS (Bas y col., 2009). En esta tesis se nauest paciente con el
genotipo p.306insT/p.R356W (Resultados, Tabla 18) donde elgenedperado era también
PS, y sin embargo la paciente presento una FC MW&liante el estudio de los ADNs
parentales se determin6 que ambas mutaciones se enaontmrans y los estudios de
Southern Blot realizados por la Dra. Cecilia Fernandeauestro laboratorio, determinaron
gue la paciente no presentaba el gen duplicado. Considegaadadgunos autores reportaron

gue variantes en los gen€¥P2C190 CYP34Acontibuyen a modulagl balance salino y
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evitar las crisis salina en pacientes PS (Gomes y 2009), seria necesario analizar la
presencia de algunas variantes en estos genes con &g fstablecer si las misma se
relacionarian con el fenotipo que presenta.

Dentro del grupo de mutaciones menos frecuentes, en sistadalescribe una paciente que
presentaba el genotipo p.H62L/c.283-13A/C>G con fenotipo VS amliferee la FNC que
era la forma de presentacion clinica esperada (ResuylfEalola 19.

Como ya se consigno precedentemente, el cambio p.H62laeedas mutaciones raras mas
frecuentes del ge@YP21A2(Menassa y col., 2008) y se describieron sélo 12 paci€hies

la poblacién de Taiwan) que no poseen mutaciones adie®aatis (Ezquieta y col., 2002b;
Menassa y col.,, 2008; Nagasaki y col., 2009; Chang y Lee,)208% analisisin silico
recientes predicen que la sustitucion de histidina por leucipadiria la formacion de un
puente de hidrogeno entre el residuo H62 y el residuo G35, que g@riavana reduccion de
la actividad enzimatica, si bien la misma no seria tétaider y col., 2013). Mientras que los
ensayos funcionales también sugirieron que p.H62L es un@itwtave asociada a la FNC
de la enfermedad, la presencia de otra mutacion en el maseim produce un efecto
sinérgico en la reduccion de la actividad enzimatica (Mngscol., 2008; Soardi y col.,
2008), tal como ocurre con las mutaciones p.D322G y p.E431Kmtasoen esta tesis.

La paciente de nuestra cohorte presentod la mutacion p.H62daish un alelo y la mutaciéon
clasica ¢.283-13A/C>T en el otro. A diferencia del fenotgp@ encontrado en los pacientes
descriptos anteriormente con la mutacién p.H62L aisladee®mocigosis compuesta con una
mutacion severa, las manifestaciones clinicas y ell ge@sfmonal de esta paciente son
compatibles con la forma VS de la enfermedad. El Q¥RP21A2fue secuenciado en su
totalidad incluyendo las regiones promotoras cercanasrgdames regulatorias distales del

mismo (Fernandez C, 2014) y no se encontraron mutaciom@snades. Sin embargo, en
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2009 se reporté en Japdn una paciente que presenté la mutat@h pislada en un alelo y
la mutacion severa del cluster del exén 6 (p.I1236M, p.V237E, p.M288K3| otro, que
presentaba un tamafio de clitoris en el limite superiaysdeiveles normales y los valores de
17-OHP se correspondian con valores intermedios exgtierdmas VS y NC (Nagasaki col.,
2009. Todas estas observaciones en conjunto sugieren que adpegae los estudios
vitro relacionan a p.H62L con una mutacion leve, la presenca@rds factores genéticos o
ambientales contribuirian a modular la actividad de lanemin vivo. El estudio de la
correlacion genotipo-fenotipo en otros pacientes que pegs@sta mutacion contribuiréa
definir las manifestaciones clinicas con las que se assta variante. Mientras tanto, se
debe tener en cuenta la posibilidad que la mutacion p.H62L ema faislada se asocie con
una forma clinica mas grave de la enfermedad.

El dltimo paciente con fenotipo discordante es un vawyo genotipo es p.R341P/c.283-
13A/C>G. La mutacion p.R341P es una de las mutaciones paueerites discutidas al
principio de este capitulo. Fue descripta por Balsamol.y(Balsamo y col., 2003) y se
asocia a la forma VS de presentacion clinica, a dife&esel fenotipo PS que presento el
paciente de nuestra cohorte. El gen de este pacientsefueenciado en su totalidad,
incluyendo las regiones promotoras y regulatorias y naka&ron otras mutaciones. Al igual
gue para los otros pacientes, otros factores genéticos pierdales estarian contribuyendo
a la expresion clinica mas severa en este paciente.

En el presente trabajo, excepto para la pacienteacanutacion p.H62L antes mencionada,
todos los genotipos relacionados a la FNC de la enfermselacbrrelacionaron con el
fenotipo observado en los pacientes. Sin embargo, éerkilira se ha descripto un paciente
con genotipo p.V281L/p.V281L, p.I172N y fenotipo VS (Finkielstain y @011). New y

col. por su parte reportaron 9 pacientes con la mutgtidB81L en un alelo y fenotipo
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clasico (New y col., 2013). Situaciones similares se reportaaica la mutaciéon p.P30L, que
se asocia a la FNC de la enfermedad (Tusie-Luna y col., .18#1epmbargo, New y col
(New y col., 2013) describieron un 30% de pacientes con estaiémutpe exhibian una FC
de la patologia. Otros autores también asociaron a la dotpd?30L a la FC VS e incluso
PS (Araujo y col., 2005; Dolzan y col., 2005). Araujo y ¢Alaujo y col., 2005) hallaron 3
pacientes VS que poseian la mutacion p.P3plpresentaban también las variantes del
promotor. Por su parte, Dolzan y col. (Dolzan y col., 20@8aton la mutacion p.P30L en el
16,3% de los pacientes VS, la mitad de ellos presentaban larsidmvdel promotor en el
mismo alelo, pero la mitad restante no la poseia. DkRohdos autores también descrit®n
pacientes PS con esta mutacion y en sélo 2 de ellogdmlias mutaciones de la zona
promotora (Dolzan y col., 2005). Finalmente, Marumudi y @glarumudi y col., 2012)
describieron a la mutacion p.P30L como la segunda mutacisriracuente (46%) entre los
paciwentes clascios en la poblacion de India para loemas con l&C. Sin embargo, los
autoresno analizaron el gen por secuenciacion, por que no se puedetaiegoa algunos de
los pacientes con p.P30L tengan otras mutaciones en mbnaielo, como por ejemplo las

variantes del promotor antes mencionadas.
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V.5. CONCLUSIONES FINALES
Del estudio realizado en la presente tesis se puedeerdagaiguientes conclusiones:

1. Se describieron 7 mutaciones noveles en regiones @uég e intronicas del gen
CYP21A2:p.R132C, p.R149C, p.M283V, p.E431K, p.L429fs, p.H466fs y c.652-
2A>G. Se descartd6 que las mismas correspondieran a polimosfis
poblacionales dado que no fueron detectadas en individuos deblacipo
general. Aquellas mutaciones que se encuentran en la cegidicante, afectan a
aminoacidos altamente conservados en la P450c21 de diferespecies de
mamiferos. Por otro lado, los analisis bioinformaticos imenh que el cambio
€.652-2A>G anularia el sitio aceptor canonicosgéicing y potencialmente se
utilizarian 2 posibles sitios cripticos

2. Se hallaron 2 polimorfismos en la region promotora cerdahgenCYP21A2que
no estaban descriptos en la bibliografia (g.-195T>C y g.-283 n&X8X1i A su vez
se detectd un posible polimorfismo en el intrén 8 del gl {6-34G>A).

3. Se hallaron 12 mutaciones poco fecuentes, previamentepdascque junto con
las mutaciones noveles encontradas, permitieron ctanpdé genotipo en 12
pacientes con la FNC y en 15 pacientes con la FC de icietefa de 21-
hidroxilasa.

4. Se analiz6 mediante modelado molecular para cada mutacieel puntual
presente en la region codificante del gen, los efepiedas mismas producian en
la estabilidad de la enzima. En todos los casos se hmliiferencias en la
estabilidad de la proteina y/o carga electrostatica quaadfatel funcionamiento

de la enzira.
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5. Se determindé mediante ensayosvitro, que las 4 mutaciones puntuales noveles
de la region codificante producen proteinas con menorigadi enzimética. Se
concluye, por lo tanto que estas mutaciones son cass#atia patologia en los
pacientes estudiados. De acuerdo a los valores de activaddulalehallados, estas
mutaciones se relacionarian con la FNC de la enfermd¥ad. el caso de la
mutacion p.E431K, se detectdé que la presencia de la mutacion p.B3R2G
mismo alelo produce un efecto de sinergismo en la dismmuw®Bola actividad
enzimatica. Se concluyd que la doble mutante, p.E431K y p.D328G, s
relacionaria con la FC de la misma. Si bien no fuebposealizar el analisis
vitro para las mutaciones p.L429fs y p.H466fs, la clinica de lasemas
sugeririan que ambas mutaciones se asociarian con aieéres

6. Se determiné mediante ensayovitro que la mutacion en el intron 5 produce un
ARNmM con un delecion de 16 nt producto del uso de un sitiaacrigentro del
exon 6. La prediccion que este ARNm daria lugar a la@aparde un codon de
terminacion de la traduccién prematuro como consecuenciaodainiento del
marco de lectura, establece que el alelo portador de restacion se
corresponderia con un alelo grave sin actividad enzimatica.

7. Se determind en nuestra poblacién un nuevo valor de dert&7-OHP post
ACTH de 12,5 ng/ml para la inclusion de pacientes con la é#@la patologia.

8. Se observaron diferencias significativas en losrealdiormonales de 17-OHP
basal y post ACTH entre aquellos pacientes con la FNC qseman ambos

alelos con mutacion y aquellos que no fueron completarmgenigtipificados.
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9. Se observaron diferencias significativas en losrealdiormonales de 17-OHP
basal entre aquellos pacientes con la FNC que preseatalog leves y aquellos
gue poseen un alelo leve y el otro severo.

10.No se observaron pacientes FNC con un alelo severcatones de 17-OHP post
ACTH menores a 17 ng/ml.

11.Se hallé una alta correlacion entre los fenotipomsios y los esperados de
acuerdo al genotipo hallado. Sin embargo algunos pacientegntamn
discordancias, especialmente aquellos que poseen la mutatici2iN.

12.Se describe una paciente con la mutacion p.H62L asociada al deN@
enfermedad en una paciente VS, un paciente con la mutacion p.R35&wgtipo

VS. Por ultimo, se describe un paciente PS con la mutpdfB841P.
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