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A partir de la primera referencia bibliográfica en el año 1865175 documentando un caso

de hiperplasia suprarrenal congénita, hasta nuestros días, la casuística de este síndrome

no sólo ha ido aumentando de forma vertiginosa, sino que además los avances en el

campo de la genética molecular han ayudado a una mejor comprensión de esta compleja

enfermedad de origen genético.

Tal como se ha mencionado en la Introducción, la evidente existencia en la

actualidad de: una elevada mortalidad de varones recién nacidos con “pérdida salina” no

diagnosticados, o diagnosticados tardíamente; un pseudohermafroditismo femenino,

que, además de los problemas sociales y psicológicos, obliga a repetidas intervenciones

quirúrgicas; y de otras complicaciones, como aceleración de la maduración esquelética

con talla corta definitiva, desarrollo precoz de caracteres sexuales secundarios en

varones y mayor virilización en niñas, son motivos suficientemente importantes para

continuar hoy en día profundizando en la caracterización de esta patología, para

facilitar, no solo su diagnóstico, sino también su tratamiento precoz.

Por lo que respecta al análisis hormonal realizado, en este estudio, no se

observaron falsos positivos ni falsos negativos en los valores de 17-OHP post

estimulación, obtenidos con el test de ACTH practicado, por lo que se puede afirmar

que dicho test se confirma, en las edades consideradas, como una herramienta fiable en

el diagnóstico clínico inicial de esta patología.

En las formas clásicas del déficit en 21-hidroxilasa (SW y SV), se observa un

aumento de las concentraciones séricas basales de 17-OHP tan acusado, que se

convierten por sí mismas en diagnósticas. En cambio, en las formas no clásicas, las

tasas basales de 17-OHP son muy variables, es decir, más o menos elevadas, o incluso

normales, de ahí que sea obligado practicar un test de estimulación corto con ACTH

para que el diagnóstico se efectúe, ya que en dichas formas, los valores post

estimulación de 17-OHP se sitúan siempre por encima de la normalidad, tal como otros

estudios han enunciado65, 129.

Por otra parte, tanto en los progenitores como en los hermanos clínicamente no

afectos de los pacientes estudio, no se observaron diferencias en los valores de 17-OHP

fuera cual fuese el grupo clínico al que pertenecen sus hijos o hermanos afectos, a

diferencia de lo que cabria esperar, ya que unos son portadores de mutaciones severas,

mientras que los otros son portadores de mutaciones leves, que dan lugar a una pérdida

de la actividad enzimática de la 21-hidroxilasa más o menos acusada. Esta discrepancia
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descrita también por otros autores176 puede ser debida quizás, a la existencia de otros

factores o genes todavía no identificados que podrían estar implicados en la

determinación de dicha actividad enzimática.

 Cuando el análisis hormonal, en los pacientes con formas NC y en los

progenitores, se realiza teniendo en cuenta además, si la lesión génica se presenta en

uno (heterozigotos) o en ambos cromosomas (homozigotos), independientemente del

tipo de lesión presente, se constata que los valores de 17-OHP basales y post estímulo

hallados en los individuos homozigotos son muy superiores a los que presentaron los

individuos heterozigotos, debido a la menor actividad de la 21-hidroxilasa en los

primeros.

Teniendo en cuenta que, se entiende por formas crípticas aquellas en las que la

única manifestación fenotípica es la de una elevada respuesta de 17-OHP después de la

estimulación con ACTH66, el análisis de los valores de 17-OHP basales y post estímulo

realizado a los 40 hermanos clínicamente no afectos de los pacientes, ha permitido

diagnosticar 26 formas crípticas de esta deficiencia que han sido confirmadas mediante

el estudio directo del gen de la 21-hidroxilasa, mientras que, los 14 restantes no

presentaban alteración alguna, eran pues, individuos sanos. Esta situación confirma

también, la utilidad del estímulo con ACTH.

Los patrones de respuesta normal de la 17-OHP a la estimulación con ACTH a

los 30 ó 60 minutos han sido establecidos por numerosos autores, aunque los más

utilizados constituyen el llamado Nomograma de M. I. New177 en el que existe una

relación lineal entre las concentraciones basales y las obtenidas a los 60 minutos de la

prueba. Dicho Nomograma, proporciona estándares hormonales, que permiten asignar al

paciente al grupo clínico al que pertenece, de ahí el interés en elaborar un Nomograma

de referencia de la población estudiada que facilite el diagnóstico de las distintas formas

de presentación clínica del déficit.

En el Nomograma de 17-OHP obtenido en este estudio, las parejas de resultados

hormonales, se distribuyen en grupos fácilmente diferenciables en una recta de

regresión, lo que constata que en estos grupos hay un espectro de déficit enzimático

marcado. Resaltar, que en la parte inferior de este, encontramos representados dentro de

un mismo rango de valores, cuatro de los grupos de individuos estudiados, que son: las

formas crípticas; los progenitores homozigotos; los pacientes heterozigotos para la

forma NC y los progenitores heterozigotos, no siendo posible establecer áreas

características de cada uno de ellos, por lo que para realizar un correcto diagnóstico,
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será necesario una valoración global de estos valores, junto con los datos clínicos

obtenidos y el análisis genético molecular del gen 21-hidroxilasa.

Del mismo modo que el Nomograma citado de la Dra. New177, el Nomograma

obtenido, proporciona un patrón hormonal que permite asignar la forma clínica del

déficit en 21-hidroxilasa al paciente en estudio, pudiendo ser utilizado como

Nomograma de referencia de esta población.

A la vista de los resultados del análisis hormonal realizado en nuestra población

estudio, se puede afirmar que la determinación de las tasas de 17-OHP en condiciones

basales o tras estimulación con ACTH, es de gran utilidad en el diagnóstico clínico del

déficit en 21-hidroxilasa siempre y cuando se sea muy estricto en las condiciones de la

extracción, ya que dichas tasas son muy variables en función de la hora, del estrés en el

momento de la toma de sangre o incluso de la fase del ciclo menstrual, por lo que

deberá efectuarse a las ocho horas de la mañana y en fase folicular precoz en la mujer.

Ahora bien, este test hormonal no es totalmente sensible para identificar los portadores

heterozigotos, cuando la 17-OHP es utilizada como único marcador.

Se han descrito un gran número de desequilibrios de asociación entre las

distintas formas clínicas del déficit en 21-hidroxilasa y ciertos antígenos HLA o

haplotipos67, 178, observándose que estas asociaciones son muy variables y dependen del

grupo étnico analizado71.

En la población estudiada, el antígeno A33 se encuentra incrementado en todos

los grupos de individuos analizados excepto en los hermanos sanos, lo que parece

indicar que este antígeno esté asociado a la HSC por déficit en 21-hidroxilasa, aunque

no sea un marcador característico de una determinada forma clínica del déficit.

La más significativa asociación descrita para las formas clásicas en diferentes

etnias estudiadas, ha sido con el antígeno HLA-Bw47, donde el riesgo relativo para la

población caucasiana es de 15,4178, 179.

Al mismo tiempo, la revisión de los haplotipos Bw47 positivos en estos

pacientes, reveló que este antígeno se encuentra frecuentemente asociado a otros

antígenos de clase I y II, dando lugar al haplotipo HLA-A3,Cw6,Bw47,DR7,

característicamente observado en la población noreuropea. Según ciertos autores178, 180,

este haplotipo está asociado con un 10% de las formas perdedoras de sal.

Sin embargo, en este estudio, es importante destacar que este antígeno HLA-

Bw47 no se ha presentado en ninguno de los dos grupos de pacientes considerados
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(formas clásicas y no clásicas), y consecuentemente el haplotipo anteriormente citado,

tampoco, hecho que coincide con otros autores181. De ahí, que se considere abierta una

nueva línea de investigación futura en estos pacientes con “pérdida salina” no

portadores de dicho haplotipo, mediante la secuenciación directa del gen 21-hidroxilasa

y genes próximos a este, que aporte mayor información acerca de la exacta función de

los genes 21-hidroxilasa (gen funcional y pseudogen), y que ayude a terminar de

explicar la variabilidad en la expresión clínica de esta patología.

Ahora bien, en nuestra población, sí que se confirma el desequilibrio de

asociación entre HLA-B5(w51) y la forma clásica del déficit, en concreto con la forma

virilizante simple, tal y como algunos autores describen en determinados grupos

étnicos182, 178, convirtiéndose en un buen marcador asociado a dicha forma clínica.

Por lo que se refiere a las formas no clásicas, se detecta el antígeno HLA-

B14(64;65) con una frecuencia significativamente incrementada, donde el riesgo

relativo para esta población catalana es de 47,8, aumento también observado, tanto en

los progenitores como en las formas crípticas, a diferencia del grupo formado por los

hermanos sanos (ninguno de ellos presentó este antígeno), lo que confirma que dicho

antígeno está estrechamente asociado con esta forma del déficit, tal y como ha sido

descrito en otras series estudiadas86, 183.

Dentro de los antígenos de clase II presentes en nuestra población, el antígeno

DR1 se encuentra significativamente aumentado en los pacientes con formas no

clásicas, al igual que en los progenitores y formas crípticas, con el consiguiente

aumento en estos grupos del antígeno DQw1 debido al desequilibrio de asociación

descrito entre ellos.

Por su parte, en las formas clásicas de nuestra población de estudio, ha sido el

antígeno DR4 el que se detecta incrementado juntamente con DQw3, debido al

desequilibrio de asociación existente entre ellos. Dicho aumento de DR4, no se observa

en el grupo de progenitores, cabe resaltar la ausencia total de este antígeno, tanto en las

formas crípticas como en los hermanos sanos, pudiéndose considerar como antígeno

asociado a formas clásicas del déficit en nuestra población. Ahora bien, como está

referenciado desde hace años, el antígeno DR4 está fuertemente asociado a otras

patologías, como es la Diabetes Mellitus tipo 1184, lo que hace pensar, que este hecho

pueda dar lugar a confusiones a la hora de ser utilizado para el diagnóstico de la HSC

por déficit en 21-hidroxilasa, por lo que es conveniente continuar el estudio para

confirmar este resultado.



                                                                                                                               Discusión

157

No se halló ningún haplotipo HLA en particular asociado a las formas clásicas, a

diferencia de lo observado en otras series y comentado anteriormente en este capítulo.

Sin embargo, el haplotipo asociado en particular a las formas no clásicas del déficit en

esta población ha sido HLA-B14-DR1, que se detectó en el 85,7% de estos pacientes,

asociación descrita por otros autores en diferentes grupos étnicos estudiados178, 181, 183.

Además, todos estos individuos con haplotipo HLA-B14-DR1 presentaban

concentraciones elevadas de 17-OHP en respuesta a la estimulación con ACTH.

El hecho de que estos alelos aparezcan juntos en el mismo haplotipo en

pacientes con formas no clásicas, sugiere que el segmento del haplotipo HLA-B14-

DR1, esté fuertemente asociado con esta forma leve de deficiencia, siendo por lo tanto

un buen marcador para el diagnóstico de dicha forma.

Además, el leve aumento observado del haplotipo HLA-B14-DR1 en las formas

clásicas, presumiblemente es consecuencia del reducido número de pacientes que

componen este grupo, y no debido a la existencia de un desequilibrio entre ellos, aunque

algunos autores han descrito también presencia de este haplotipo en pacientes con forma

virilizante simple84, 178, 185, de ahí el interés en esclarecer esta posible asociación para

conocer la utilidad o no, en el diagnóstico de este déficit.

En base a los resultados del tipaje HLA observados en la población catalana,

comparados con los descritos en otras poblaciones, resulta evidente que la frecuencia de

cada uno de estos antígenos varía según el origen geográfico de los pacientes analizados

y que además, es posible presentar cualquiera de las formas clínicas del déficit, sin tener

asociado el antígeno HLA esperado en esa población. Debe tenerse precaución al

interpretar estos resultados, ya que podrían llevar a incorrectos diagnósticos clínicos, y

por lo tanto deben ser utilizados como información complementaria del estudio directo

del gen 21-hidroxilasa, para poder establecer realmente el grado de afección de la

actividad enzimática y realizar un diagnóstico y tratamiento más preciso.

Actualmente, es posible el análisis directo del gen que codifica la enzima 21-

hidroxilasa y la detección de las alteraciones génicas causantes de la enfermedad, pero

tal y como demuestran algunos estudios186 este análisis directo en ocasiones puede

proporcionar limitada información, debido a la presencia de complicados

reordenamientos entre CYP21A y CYP21B, que hacen difícil determinar si el individuo

está afecto o no. Estos casos sugieren que la detección directa de mutaciones debe ser
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completada, siempre que sea posible, mediante un análisis indirecto del gen que

proporcione información más comprensible para la familia.

En esta serie, el análisis indirecto del gen se ha realizado mediante el estudio de

la región HLA en familias con al menos un hijo afecto y la construcción de los

haplotipos de cada uno de los miembros de la genealogía. Los resultados obtenidos del

análisis de segregación de los haplotipos HLA permiten afirmar que dentro de cada

familia, existen unos haplotipos de riesgo a presentar la enfermedad, distintos en cada

una de ellas, pero que conociéndolos, gracias a la existencia de un afecto en el seno

familiar, pueden ser de gran utilidad en el diagnóstico prenatal. Además, permite

identificar los miembros heterozigotos en las familias y diagnosticar las formas crípticas

y los hermanos sanos de los pacientes, ayudando a realizar un consejo genético

completo a la familia. El inconveniente importante, es que este análisis indirecto es de

gran utilidad únicamente, cuando en la familia existe por lo menos un hijo afecto de

déficit en 21-hidroxilasa. También debe tenerse precaución, en los casos en que ambos

padres comparten antígenos HLA, al interpretar los datos obtenidos187.

Por consiguiente, el tipaje HLA debe de ser utilizado como marcador en estudios

familiares, para la detección de portadores heterozigotos y para aumentar la seguridad

del diagnóstico prenatal, sobre todo, cuando con el análisis directo del gen no es posible

la caracterización de mutaciones en ambos cromosomas. Este hecho es de indudable

interés ya que ha de considerarse que en esta patología existe la posibilidad de

tratamiento prenatal129, 188, de ahí que todo el aporte de información que posibilite

realizar un diagnóstico prenatal adecuado, minimizará el tratamiento innecesario de

varones o hembras no afectadas.

Recientemente se han publicado82, 189, los resultados del grupo de Estados

Unidos de América poniendo de manifiesto la eficacia de un correcto diagnóstico

prenatal y tratamiento en esta enfermedad.

A lo largo de estos años, las diferentes metodologías empleadas en el estudio del

gen CYP21B, han permitido profundizar en el conocimiento genético de dicha

alteración de la esteroidogénesis suprarrenal82, 90, 190. Así, se han podido encontrar

mutaciones características de algunas poblaciones191, 192, incluyendo individuos no

afectos193. Por lo tanto, el análisis molecular de los defectos en el gen CYP21B, es la

llave para comprender la etiología del déficit en 21-hidroxilasa, tanto en ciencia básica

como en el diagnóstico clínico.
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La estrategia metodológica utilizada en este estudio para el análisis directo del

gen 21-hidroxilasa ofrece unos resultados excelentes. Con ella, se ha detectado la

mutación causal en el 89,62% de los cromosomas afectos considerados globalmente,

convirtiéndose así, en una metodología eficaz.

En particular, en el grupo de pacientes perdedores de sal se caracterizaron el

100% de las mutaciones causantes del déficit severo. Todos ellos, han presentado

mutaciones severas en ambos cromosomas, paterno y materno, observándose además,

en algunos de ellos varias mutaciones sobre un mismo cromosoma, por lo que el

número total de mutaciones detectadas, es superior al de cromosomas no emparentados

estudiados. Por esta razón, debemos considerar importantísimo realizar en todos los

casos, tanto la detección de grandes reordenamientos en esta región mediante la técnica

Southern blot, como el análisis lo más amplio posible de mutaciones por PCR, para

poder llegar a establecer un exacto genotipo y llevar a cabo un correcto diagnóstico

genético de esta patología.

La mutación puntual más frecuente en las formas SW de la población catalana

estudiada, al igual que en otras poblaciones84, 101, 188, 194, ha sido el cambio A/C por G en

la posición 655 en el intrón 2 (50%). Las deleciones del gen CYP21B se encontraron en

el 22,72% y las grandes conversiones en el 9,09% de estas formas, de acuerdo con las

frecuencias publicadas para la población caucasiana78, 84, 90, 188, aunque diferentes a las

de otras series72, 80, 91, 102 que presentan bajas frecuencias. El resto de mutaciones

puntuales en estas formas SW, se presentaron en frecuencias de un orden similar al

descrito en otras poblaciones, aunque con ciertas salvedades. La mutación severa

G318X, típica de formas SW, no se encontró representada en esta serie de pacientes

“perdedores de sal”, a diferencia de lo observado en otras poblaciones195, 196, 197, 198.

Además, la deleción de 8 pares de bases en el exón 3 (9,09%), no es tan infrecuente

como describen otros autores188, 198.

Por otro lado, decir también, que esta metodología ha permitido la

caracterización de todos los pacientes con forma virilizante simple (SV). La frecuencia

de mutaciones en estas formas SV ha resultado algo peculiar, ya que la mutación I172N,

típica de las formas virilizantes simples, solo se encontró con una frecuencia del 16,66%

de estos pacientes, a diferencia de lo observado en otras series195, 196, pudiendo ser

debido al reducido número de pacientes que forman este grupo. Mientras que la

frecuencia de la mutación intrón 2 en estas formas, fue del 50%, muy superior a la
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encontrada en otras poblaciones195, 196, 199. El hecho de haber pacientes en esta

población, homozigotos para esta mutación severa (intrón 2), unos de ellos con forma

SW y otros con forma SV, podría ser consecuencia de que en algunos pacientes pueda

existir en un cierto grado un procesamiento correcto del RNA mensajero81.

A diferencia de lo publicado en otros estudios195, 200 en los que la mutación P30L

fue encontrada con alta frecuencia en pacientes con forma clásica del déficit, en esta

población no se encontró en ningún paciente con dicha forma clínica, lo que no es

sorprendente, ya que esta mutación está descrita como causante de formas no clásicas.

Por lo que se refiere a los pacientes con la forma no clásica del déficit (NC), el

análisis molecular, ha permitido la caracterización de la mutación en el 85,9% de sus

cromosomas. Es posible, que el restante 14,1% de los cromosomas de estos pacientes en

los que no se halló la mutación causal, presenten mutaciones nuevas que no existan en

el pseudogen. De ahí, el interés en realizar nuevos proyectos de estudio, para proseguir

el análisis de estos pacientes mediante secuenciación directa del gen, no objetivo de esta

tesis, con el fin de detectar la mutación presente en ellos y conseguir su completa

caracterización.

Las formas NC presentaron como mutación más frecuente la V281L con el

61,53%, similar a la descrita en otras series99, 129, 201, 202, pero diferente a la encontrada

en otra población española188 y otros paises195, 203. Aunque la elevada frecuencia de las

formas NC está establecida, por el momento, en base a datos de tipo hormonal, sí cabe

reseñar que, las formas NC de la deficiencia constituyen la patología hereditaria más

frecuente en nuestro medio.

Tanto la frecuencia de la mutación P30L como la de la P453S en dichas formas

NC fueron parecidas a las encontradas en algunas poblaciones188, 202, pero menos

frecuentes que las descritas en otras195.

Hay que resaltar que en un 15,4% de las formas no clásicas se han encontrado

mutaciones severas en heterozigosis, causantes de formas clásicas, que no hubieran sido

posibles de detectar sin disponer de estas técnicas moleculares y que además, plantean

importantes implicaciones en lo que se refiere al consejo genético en estas familias.

Las deleciones y duplicaciones del pseudogen CYP21A fueron también

analizadas en los pacientes y familiares de esta población, observándose frecuencias

muy inferiores a las encontradas en la población española188. Las deleciones del

pseudogen se presentaron únicamente en pacientes con forma NC (2,56%) y sus

progenitores, con frecuencias por debajo a las descritas para la población normal (5-
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15%)204. Este hecho, no apoya la hipótesis de que la alta frecuencia de deleciones del

pseudogen en padres portadores, observada en otros estudios, esté relacionada con la

predisposición de este tipo de portadores a generar alelos nuevos, portadores de la

deficiencia en 21-hidroxilasa204, 205. Por su parte, las duplicaciones del pseudogen sólo

se encontraron en el 5,12% de los cromosomas de las formas NC, en todos los casos

asociadas a la mutación V281L, tal y como describen algunos autores86, pero con

frecuencia inferior a las descritas por otros188, sin conocerse la importancia de este

hecho.

Cuando sólo es analizado el DNA del paciente, puede surgir el inconveniente de

no poder realizar una correcta caracterización de las mutaciones en éste, ya que no

podremos diferenciar heterozigotos compuestos para diferentes mutaciones, ni

individuos homozigotos para una mutación de individuos hemizigotos, ni descubrir el

falso resultado obtenido como consecuencia de la desigual amplificación por PCR de

diferentes alelos, descrita como “allele dropout”, que tiene lugar en algunos casos, ni

establecer la frecuencia de mutaciones originadas de novo en el gen. Por lo tanto, es

obligado siempre que sea posible, el análisis de ambos progenitores para establecer

seguidamente la segregación de las mutaciones encontradas en cada uno de los árboles

familiares y conocer realmente la fase de las diferentes mutaciones observadas, al

mismo tiempo que, detectar los portadores de la deficiencia dentro del núcleo familiar y

diagnosticar las denominadas formas crípticas del déficit.

Los resultados obtenidos del estudio genético familiar en esta población,

muestran que todos los progenitores estudiados, excepto en dos casos, eran portadores

de alteraciones génicas, algunos de ellos con mutaciones severas, por lo menos, en uno

de sus dos cromosomas, lo que revela que la correspondiente segregación de las

mutaciones ha sido encontrada en cada caso excepto en estos dos, indicando que en

ellos la mutación encontrada se ha producido de novo, mediante mecanismos de

conversión génica82, 205.

También, el análisis mutacional de los progenitores y hermanos clínicamente no

afectos, ha permitido detectar los portadores de la deficiencia dentro de cada familia, los

hermanos clínicamente sanos y diagnosticar veintiséis formas crípticas de la deficiencia

confirmadas con el estudio bioquímico, siendo todos ellos informados. En las formas

crípticas se han implantado controles periódicos, con el fin de detectar precozmente la

aparición de síntomas, e instaurar entonces un tratamiento adaptado.
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A pesar de que sean necesarios más estudios que amplíen y confirmen los ya

realizados206, la alta frecuencia de portadores observada en la población general, apunta

hacia la posible existencia de alguna ventaja selectiva para estos individuos

heterozigotos, no conocida todavía.

El hecho de observar, dentro de una misma familia, hermanos afectos con

idéntico genotipo CYP21 pero con diferente forma clínica y formas asintomáticas

(crípticos), hace pensar en que otros factores genéticos o ambientales deben de estar

implicados en la variabilidad de esta expresión clínica, diferentes de las mutaciones

CYP21B, las observaciones de otros estudios63, 207, 208, parecen apoyar esta

interpretación.

En los quince pacientes con la forma no clásica del déficit en este estudio, en los

que no se encontró alteración en el otro cromosoma, no muestran características

comunes que puedan facilitar el diagnóstico prenatal en estas familias, de ahí la

importancia, tal y como se ha indicado anteriormente, de realizar el análisis indirecto

del gen mediante el estudio de los antígenos HLA, permitiéndonos establecer los

haplotipos asociados al déficit, e incrementar la precisión del diagnóstico. Al ser

únicamente analizadas nueve de las mutaciones puntuales más comunes encontradas en

el gen 21-hidroxilasa, estos casos no caracterizados completamente, podrían ser debidos

a la presencia de mutaciones raras209 en el mismo alelo, a mutaciones localizadas en la

región promotora del gen o a factores activadores alterados del gen, no detectables

mediante la metodología empleada. En estudios futuros, debe ser realizada la

secuenciación directa de todo el gen CYP21B de estos pacientes, incluyendo unas -2000

bases para poder detectar también, posibles mutaciones en la región reguladora

transcripcional, que ayude a completar su caracterización.

Por otro lado, no se ha encontrado ninguna correlación entre el tipaje HLA y las

lesiones severas detectadas en los pacientes con “pérdida salina” y virilizante simple en

esta población estudio, a diferencia de lo descrito en otras poblaciones181, 210, en las que

cerca del 50% de las deleciones del gen CYP21B observadas  en la forma “pérdida

salina”, están asociadas con el haplotipo HLA-A3;Bw47;DR7. Por el contrario, sí se

encontró total desequilibrio de asociación entre el haplotipo HLA-B14(64;65);DR1 y la

mutación V281L en los pacientes con la forma no clásica de esta población, al igual que

describen otras series181, 185, 210.
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A la vista de estos resultados, es evidente que no se puede presuponer que cada

caso de déficit en 21-hidroxilasa asociado con un antígeno HLA característico, presente

la misma mutación.

Finalmente, la concordancia hallada entre el genotipo y el fenotipo, en este

estudio, ha sido del 97,2%, por lo que se puede afirmar que existe una muy buena

correlación genotipo/fenotipo en todos los casos estudiados, a diferencia de lo publicado

en otras poblaciones195, 200, probablemente debido a la exhaustiva caracterización clínica

realizada de los pacientes y a la metodología empleada. Únicamente en dos pacientes, se

encontró discordancia entre la forma clínica diagnosticada y los resultados del análisis

molecular del gen. Debemos tener en cuenta, que estas discrepancias entre el genotipo y

el fenotipo, asumen gran importancia en el diagnóstico prenatal basado únicamente en

el análisis genético molecular del DNA fetal, de ahí, que las predicciones desde el

genotipo, han de ser hechas todavía con gran cautela.

Las posibles explicaciones de estas discordancias entre genotipo y fenotipo

observadas son múltiples. Ahora bien, la más evidente es que, como se sabe, la

severidad de la enfermedad cae sobre un espectro continuo de formas clínicas, de

manera que pacientes con severidad cercana a los límites de varias clasificaciones,

pueden fácilmente caer en uno u otro lado de estos límites. Algunas mutaciones (intrón

2) y genotipos, parecen estar particularmente asociados con este problema.

Otra posible explicación a tener en cuenta, es la aportada por un estudio76, donde

se muestra que el pseudogen CYP21A se expresa a nivel transcripcional, contribuyendo

posiblemente en esta variación observada del fenotipo dentro de un mismo grupo

mutacional. Sin embargo, esto no se conoce realmente, pudiendo ser poco probable ya

que el pseudogen es un reservorio de mutaciones, que le convierten en no funcional.

También cabe la posibilidad de que otros factores o genes, todavía no

identificados, puedan contribuir en la expresión variable de los fenotipos HSC210, que

probablemente saldrán a la luz, cuando el genoma humano sea totalmente interpretado.

Cabe reseñar también que, estudios recientes efectuados en otras poblaciones211

han observado que el 38% de casos con adrenarquia prematura, son heterozigotos para

una de las nueve mutaciones más frecuentes del gen CYP21B, será importante buscar

explicación a estos hallazgos.

Dicho esto, hay que tener en cuenta en proyectos futuros, el analizar también, los

demás genes o factores implicados en el metabolismo de los esteroides adrenales en
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estos pacientes, con el objetivo de conocer exactamente qué papel juegan en el

desarrollo de las diferentes formas clínicas del déficit en 21-hidroxilasa y valorar la

información que estos aportan, para llegar a conseguir un posible tratamiento especial

dirigido a cada individuo.

Por todo lo expuesto, queda abierto un gran camino a recorrer en la

investigación de esta apasionante patología.



6. CONCLUSIONES
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Del estudio realizado en la presente tesis, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

• El amplio espectro de manifestaciones clínicas característico de la Hiperplasia

Suprarrenal Congénita por déficit en 21-hidroxilasa, no siempre permite que el

especialista asigne a priori al paciente la forma clínica correcta de esta patología,

siendo necesario realizar exhaustivas pruebas hormonales y genéticas, como las

empleadas en este estudio, que han demostrado ser precisas para llevar a cabo un

diagnóstico riguroso.

• El test de ACTH se confirma como una herramienta fiable, a estas edades, en el

diagnóstico clínico de esta deficiencia, ya que no se observaron falsos positivos ni

falsos negativos en los valores obtenidos de 17-hidroxiprogesterona post

estimulación.

• Las formas clásicas del déficit presentan unas concentraciones séricas basales de 17-

OHP tan elevadas, que son por sí mismas diagnósticas, mientras que, las formas no

clásicas precisan de la práctica del test de estimulación corto con ACTH, para que el

diagnóstico se realice correctamente.

• El Nomograma de 17-OHP obtenido en la población de la comunidad catalana

estudiada, proporciona un patrón hormonal que facilita, en la mayoría de los casos,

el diagnóstico de las distintas formas de presentación clínica del déficit.

• El test hormonal no es totalmente sensible para identificar los portadores

heterozigotos cuando la 17-OHP es utilizada como marcador.

• Una característica especial que se observa en la población estudiada, es la no

presencia del antígeno HLA-Bw47 en ninguno de los grupos analizados, a

diferencia de otras poblaciones estudiadas.

• Las formas no clásicas en esta población, presentan desequilibrio de asociación muy

significativo con el haplotipo HLA-B14-DR1.

• La asociación más significativa observada en las formas clásicas, ha sido con el

antígeno HLA-B5(w51), convirtiéndose en un marcador característico de dicha

forma clínica del déficit en esta población.

• El análisis de segregación de los haplotipos HLA en familias con al menos un hijo

afecto, permite de forma rápida, una primera aproximación diagnóstica y aumenta la

precisión del diagnóstico, en los casos en que el análisis directo del gen no posibilita

la caracterización de mutaciones en ambos cromosomas afectos.
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• La metodología utilizada en este estudio para el análisis molecular directo del gen

21-hidroxilasa, ha permitido detectar la mutación causal en el 89,62% de los

cromosomas afectos, evaluados globalmente. Las mutaciones causantes del déficit

en los pacientes con la forma clásica, han sido caracterizadas completamente,

mientras que en la forma no clásica se caracterizaron las mutaciones en el 85,9% de

sus cromosomas. Consolidándose esta metodología como altamente efectiva en el

diagnóstico de esta patología.

• Las mutaciones más frecuentes observadas dentro de cada forma clínica estudiada

en la población catalana son:

- Pérdida salina: Intrón 2 (50%).

- Virilizante simple: Intrón 2 (50%); I172N (16,66%).

- No clásicas: V281L (61,53%).

      Estas son diferentes a las descritas en otras poblaciones.

• Se ha establecido el diagnóstico de portadores de alelos con mutaciones severas

tanto en los familiares de las formas clásicas, como en las formas no clásicas, siendo

de gran importancia en el consejo genético familiar, en el diagnóstico y tratamiento

prenatal, lo cual no hubiera sido posible sin disponer de estas técnicas moleculares.

• En esta compleja patología, el análisis de ambos progenitores junto al caso índice,

siempre que sea posible, ayuda a la correcta caracterización de las mutaciones

presentes en éste, evitándose incorrectos diagnósticos clínicos.

• El análisis de los pedigrees en este estudio, ha permitido diagnosticar veintiséis

formas crípticas de la deficiencia y revelar en dos casos la presencia de mutaciones

originadas de novo, como consecuencia de mecanismos de conversión génica.

• Las predicciones desde el genotipo han de ser hechas con gran cautela, ya que en la

población catalana estudiada se obtuvo una buena, pero no total, correlación entre el

defecto molecular detectado y la expresión clínica de esta enfermedad en los casos

analizados.
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