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RESUMEN

La forma no clasica, post natal, de la hiperplasia suprarre-
nal congénita tiene una incidencia de 1 en 1000 en la po-
blacion general y afecta al 6% de las mujeres hirsutas. En
este estudio se establecid la sensibilidad y la especifici-
dad de la respuesta de los niveles séricos de 17-hidroxipro-
gesterona (170OHP4) al estimulo agudo con ACTH en 203 pa-
cientes de ambos sexos, pre y post puberales, con hipe-
randrogenismo, en los cuales se analiz6 si tenian una alte-
racion molecular del gen CYP21A2. Posteriormente al es-
tudio molecular, los pacientes fueron clasificados en tres gru-
pos de acuerdo al genotipo: GrO, n=61: ningun alelo muta-
do (no portadores de mutacion); Gr1, n=55: un alelo muta-
do (portadores) y Gr2, n=87: dos alelos mutados (afectados).
Por analisis de regresion logistica (curvas ROC) se compa-
raron los valores basales del Gr2 vs GrO y se obtuvo un va-
lor de 1770HP4 de 7,2 ng/ml con una sensibilidad del 83%
y una especificidad del 85%. Se sugiere entonces que en
los pacientes con este nivel basal no se deberia realizar el
test de ACTH, y habria que confirmar el diagndstico con el
estudio molecular. Los niveles 1770HP4 a los 60 minutos
post estimulo con ACTH mayores a 20 ng/ml son confir-
matorios del diagnéstico con 84% de sensibilidad y 88%
de especificidad. No seria necesario entonces realizar es-
tudios moleculares. Un valor de 15,6 ng/ml diferencia Gr2
de Gr0 con una sensibilidad del 89% y una especificidad
del 95%. Este es un buen valor predictivo, pero el analisis
molecular no deberia obviarse en aquellos casos en los que
exista una fuerte sospecha clinica.
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170OH progesterona, deficiencia de 21-hidroxilasa no clasica

ABSTRACT

The incidence of non classic congenital adrenal hyperpla-
sia is 1:1000 in the general population and it is present in
6% of hirsute women. In this study, the sensitivity and spe-
cificity of serum 17-hydroxyprogesterone (170HP4) respon-
se to acute ACTH stimulation was evaluated in 203 prepu-
bertal and pubertal patients of the two sexes with hyperan-
drogenism, in whom the CYP21A2 gene was analyzed. Af-
ter molecular analysis patients were divided in 3 groups ac-
cording to genotype: Gr0, n=61, no mutated allele (no mu-
tation carrier); Gr1, n=55, one mutated allele (carrier); and
Gr2, n=81, two mutated alleles (affected patient). Using lo-
gistic regression analysis (ROC curves), basal values in Gr2
vs. GrO were compared and a cutoff value of 7.2 ng/ml was
defined to separate groups, with 83% sensitivity and 85%
specificity. It is suggested then that in patients with levels
higher than 7,2 no ACTH test is necessary and molecular
analysis is required to confirm diagnosis. Serum 170HP4 va-
lues above 20 ng/ml 60 minutes after ACTH are confirma-
tory of diagnosis, with 84% sensitivity and 88% specificity.
No molecular studies should be necessary. A 15.6 ng/ml
cutoff value is able to differentiate Gr2 from Gr0, with 89%
sensitivity and 95% specificity. It is a good predictive value,
but carrying out molecular analysis is only advisable if cli-
nical evidence is strong.

Key words: Hydroxylase deficiency, congenital adrenal
hyperplasia, genotype, 17-hydroxyprogesterone.
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INTRODUCCION

El 90% de los casos de hiperplasia suprarrenal
congénita (HSC) se debe a la deficiencia de la en-
zima 21-hidroxilasa (210HD), una enfermedad de
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herencia autosomica recesiva', que es uno de los
desordenes enddécrinos innatos mas comunes.

Las anormalidades moleculares del gen CY-
P21A2 que codifica para la 21-hidroxilasa llevan
a varios grados de deficiencia de cortisol y aldos-
terona, y exceso de andrégenos.

En funcién del nivel de actividad enzimatica
de 210HD se describe una forma clasica de ex-
presion clinica temprana y una forma no clasica
de expresion tardia. La forma clasica presenta
dos variantes, 1) La HSC perdedora de sal y 2) la
HSC virilizante simple, en la que no se evidencian
clinicamente alteraciones electroliticas, ambas re-
veladas al nacimiento. La forma no clasica con
aparicion de comienzo tardio (late-onset) es de
diagnéstico en la nifiez, o mas comunmente, a
partir de la pubertad?.

La forma no clasica (NC) tiene una incidencia
de 1 en 1000 en la poblacién caucasica, y en un
6% de las mujeres hirsutas®; sin embargo la fre-
cuencia varia en funcién del grupo étnico*®.

Debido a la menor actividad 210HD se produ-
ce un aumento de la secrecién de adenocortico-
trofina (ACTH) para lograr una adecuada sintesis
de cortisol. Este estimulo lleva a una hiperplasia
de la corteza adrenal y acumulacion de los meta-
bolitos de la esteroidogénesis previos al bloqueo
enzimatico; como consecuencia se produce un
aumento de los andrégenos adrenales que gene-
ran signos de virilizacion precoz en nifios de am-
bos sexos, asociados a un avance de la madura-
cion esquelética, cuando se expresa durante el
periodo prepuberal.

Durante la edad puberal se observa frecuente-
mente hirsutismo en la mujer asociado a trastor-
nos del ciclo menstrual. Un desafio clinico habi-
tual de la adolescente con hirsutismo es descar-
tar como causa a la HSC, ya que el manejo sue-
le ser diferente del de otras causas de hirsutismo.
Por otra parte, en el varéon la HSC NC puede ser
confundida con la virilizacion habitual que ocurre
durante el desarrollo puberal. Sin embargo la di-
sociacion entre el menor volumen testicular, por
inhibicion gonadotréfica de los androgenos su-
prarrenales en exceso, y el grado de hiperandro-
genismo clinico deben alertar al diagndstico.

La determinacion de los niveles séricos basa-
les de la 17a-hidroxiprogesterona (170HP4), me-
tabolito previo al bloqueo, resulta ser una herra-
mienta de utilidad diagnostica en la forma clasi-
ca. Sin embargo en la forma no clasica los nive-
les séricos basales pueden ser similares a los ni-
veles séricos basales de sujetos no afectados. El
test de estimulo con ACTH ha sido reconocido, en
varias series de pacientes con hiperandrogenis-
mo®’, como una prueba Gtil para permitir orientar
el diagnéstico. Sin embargo el limite de corte diag-
noéstico para la HSC NC es aun controvertido.
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OBJETIVO

El objetivo del presente estudio fue establecer
la sensibilidad y la especificidad de la respuesta
de los niveles séricos de 170HP4 al estimulo agu-
do con ACTH en pacientes de ambos sexos con
hiperandrogenismo.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron las 11 mutaciones mas frecuen-
tes del gen CYP21A2 (Del/Conv; P30L; In2; Ex3;
[172N; CIEx6; V281L; Q318X; R356W; P453S;
R483fs).

En todos los pacientes fue analizado el gen
CYP21 para las 11 mutaciones méas comunes
usando ADN extraido de linfocitos de sangre pe-
riférica por procedimientos estandar. Los estu-
dios moleculares fueron realizados de acuerdo a
una estrategia de cascada previamente descrip-
ta®*'®, Brevemente, las 10 mutaciones puntuales
mas comunes fueron analizadas por la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) alelo especifica
(P30L, In2, Ex3, 1172N, CIEx6, V281L, R356W,
P453S, R483fs) o polimorfismo de la longitud de
los fragmentos de restriccion (RFLP) con la enzi-
ma de restriccion Pstl (Q318X). Se detectaron de-
leciones génicas y grandes conversiones por ana-
lisis de ADN digerido con Taq | y Bgl Il; e hibridi-
zado con un probe radiomarcado para CYP21.

La concentracién de 170HP4 en suero fue me-
dida por radioinmunoensayo (Diagnostic System
Laboratories SA, LA).

MATERIAL CLINICO

Se incluyeron pacientes con signos clinicos de
hiperandrogenismo que presentaban: los prepu-
beres, pubarca precoz, y/o axilarca, y/o olor axi-
lar, y/o pubertad precoz; los puberes, hirsutismo,
y/o trastornos del ciclo, y/o acné, y/o virilizacion.
Los pacientes fueron derivados de multiples es-
tablecimientos de salud del pais a nuestro servi-
cio para estudio molecular del gen CYP21A2.

Se realizé la prueba de estimulo con ACTH (25
Ul por via intramuscular), segun esta descripto en
la literatura (The Corning Endocrine manual, A gui-
de to selection and interpretation of endocrine
tests, Corning Nichols Institute, 1996), y se eva-
lué la 170HP4 sérica, basal y 60 minutos post es-
timulo, en todos los pacientes.

Posteriormente al estudio molecular, los pa-
cientes fueron clasificados en tres grupos de acuer-
do al genotipo: Gr0: ningun alelo mutado (no por-
tadores de mutacion); Gr1: un alelo mutado (por-
tadores) y Gr2: dos alelos mutados (afectados),
distribuidos como se detalla en la Tabla 1.

ANALISIS ESTADISTICO
La comparacion de medias se realizé usando
el test de Kruskal-Wallis. La sensibilidad y espe-
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TABLA 1: NUMERO DE PACIENTES Y EDAD.

160
140 [
120 f

Estadio Mujeres Varones Edad
puberal n (n) (n) cronolodgica
(rango-anos)
Gr0 (n:61) Pp 36 35 1 0-12
P 25 24 1 14-34
Grl (n:55) Pp 27 26 1 0-15
P 28 27 1 8-32
Gr2 (n:87) Pp 40 34 6 3-14
P 47 47 0 8-36
Total 203 196 9

Gr0: ningtin alelo mutado; Grl: un alelo mutado y Gr2: dos
alelos mutados. Pp: prepuberal; P: puberal.
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cificidad de los niveles séricos de 170HP4, basal
y 60 minutos post estimulo con ACTH, se analizé
mediante regresion logistica (curva ROC).

RESULTADOS
Analisis de 170HP4 sérica

Los niveles séricos de 170HP4 basales entre
el Gr0 y Gr1 no presentaron diferencia significa-
tiva, 3.69+3.04 y 4.83+5.04 ng/ml, respectivamen-
te, mientras que en el Gr2, el valor, 22.77+24.30
ng/ml, fue significativamente mas alto que en los
otros dos, p<0.001. (Figura 1 A).

A los 60 minutos post estimulo con ACTH, los
niveles séricos de 170HP4 fueron: Gr2
38.56+26.28, significativamente mayor (p<0.001)
que el Gr1y el Gr0, 13.95+6.89 y 9.54+4.20 ng/ml,
respectivamente, y el Gr1 mayor que el Gr0,
p<0.01. (Figura 1 B).

Analisis de regresiéon logistica (curvas ROC)
para valores de 170HP4 sérica

Se compararon los valores basales del Gr2 vs
Gr0y del Gr2 vs Gr1. Para diferenciar Gr2 de Gr0
se obtuvo un valor de de 170HP4 de 5,5 ng/ml pa-
ra discriminar a los no afectados con una sensi-
bilidad del 88% y una especificidad del 86%. Pa-
ra diferenciar Gr2 de Gr1 se obtuvo un valor de
170HP4 de 7,2 ng/ml para indicar que el pacien-
te esta afectado con una sensibilidad del 83% y
una especificidad del 85% (Figura 2).

Se compararon los resultados obtenidos en
muestras de 60 minutos post estimulo con ACTH
del Gr2 vs Gr1, Gr2 vs GrO y Gr1 vs Gr2. Un va-
lor de 170OHP4 sérica superior a 20,0 ng/ml dife-
rencia portadores (Gr1) de afectados (Gr2), y es
confirmatorio de HSC con una sensibilidad del
84% y una especificidad del 88%. Un valor entre
15,6 y 20 ng/ml diferencia Gr2 de GrO con sensi-
bilidad del 89% y especificidad del 95%, orienta
a considerar que los pacientes pueden estar afec-
tados o ser portadores e indica que no debe ob-

K 3

Gr0 Grl Gr2

X [ ps sxx p< 0.001

Niveles séricos de 170HP4 60 minuntos
140 post estimulo con ACTH °

120
100

170HP4 (ng/ml)

o @ o» Yoo @

Gr0 Gr] **

X Mps

Gr2 #¥*

# < 0.01 FFFp<0.001

Figura 1: A. Los niveles séricos basales de 170HP4 de los
grupos Gr0 y Gr1 no presentan diferencia significativa en-
tre si, pero ambos son diferentes del Gr2. B. Los niveles sé-
ricos post estimulo con ACTH del Gr1 son significativa-
mente mas altos que los del grupo GrOy a la vez el Gr2 es
mayor que los Gr0 y Gr1.

viarse un estudio molecular. Finalmente un valor
menor de 11,18 ng/ml diferencia Gr1 de Gr0, y
puede considerarse no afectado con una sensibi-
lidad y una especificidad bajas (61% y 70% res-
pectivamente) (Figura 3).
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Figura 2: A. Comparando el Gr2 vs Gr0, se observa que por
debajo de 5.5 ng/ml se discrimina el Gr0 (pacientes no afec-
tados) con una sensibilidad del 88% y una especificidad
del 86%. B. Un valor basal de 7,2 ng/ml o mayor de 170HP4
sérica indica que el paciente esta afectado con una sensi-
bilidad del 83% y una especificidad del 85%.

DISCUSION

Los niveles séricos de 170HP4 evaluados des-
pués de un estimulo agudo con ACTH, son amplia-
mente utilizados para realizar el diagndstico de
la HSC-NC; el punto de corte diagndstico corrien-
temente utilizado es de 10,0 ng/ml; que correspon-
de al valor mas alto encontrado en heterocigotas
obligados para 210H en el nomograma estable-
cido antes de los estudios moleculares, por New
y col.”. Sin embargo en varios trabajos se ha en-
contrado portadores que responden por sobre ese
limite de corte diagnostico, con valores de 15,0,
20,0, y hasta de 30,0 ng/ml"",

La forma NC tiene una alta frecuencia de ale-
los no identificados comparados con la forma cla-
sica en varias poblaciones estudiadas, sugirien-
do la existencia de un diagnéstico incorrecto de
esta forma'™"®",
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Figura 3: A. Un valor de 170HP4 sérica superior a 20 ng/ml
es confirmatorio de HSC NC, con una sensibilidad del 84%
y una especificidad del 88%. B. Un valor de 170OHP4 sérica
entre 15,6 y 20 ng/ml orienta a considerar que los pacientes
pueden estar afectados o ser portadores y en este caso no
deberia obviarse un estudio molecular. C. Con una
sensibilidad del 61% y una especificidad del 70%, con un
valor de 170HP4 sérica menor de 11,18 ng/ml puede
considerarse al paciente como no afectado.
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Toda esta informacion lleva a que el valor de
respuesta de 170HP4 post estimulo con ACTH
continua siendo un punto de debate y una herra-
mienta diagnoéstica que debe ser reanalizada.

Nosotros hemos sometido los datos obtenidos
a un analisis de regresion logistica y evaluamos
cuales son los limites de corte diagndstico utili-
zando este instrumento estadistico, buscando el
mejor equilibrio entre sensibilidad y especificidad
de los valores séricos de 170HP4 basales y post
estimulo con ACTH en pacientes con hirsutismo
clinico. Esto tiene como objetivo identificar por-
tadores o afectados con mutaciones del gen CY-
P21A2; de cualquier forma, otros puntos de cor-
te que se han propuesto pueden ser utilizados,
pero generaran selecciones con criterios mas es-
pecificos y menos sensibles, o viceversa.

Las mutaciones heterocigotas han sido en-
contradas en una alta frecuencia en la poblacion
general. Se han realizado muchos esfuerzos pa-
ra detectar esta poblacion herterocigota usan-
do analisis de esteroides plasmaticos. La 1770HP4
post ACTH es uno de los mas comunes, pero se
ha encontrado una considerable superposicion
entre heterocigotas y poblacion control, lo que di-
ficulta la prediccion de portadores de la enferme-
dad. Esto fue confirmado por nuestros datos, ya
que no encontramos diferencia significativa en-
tre el GrO y Gr1 en los resultados basales, y si
bien hubo una diferencia significativa en los ni-
veles de 170HP4 séricas post ACTH, la super-
posicion de resultados es tan amplia que, el me-
jor de un punto de diferenciaciéon entre estos gru-
pos (11,2ng/ml) tiene baja sensibilidad y especi-
ficidad (70.% y 61%) para diferenciarlos. Sélo el
estudio molecular puede identificar Gr0 de Gr1,
por lo que se considera que es el estudio reco-
mendable para poder realizar el asesoramiento
genético.

Los niveles séricos basales de 170HP4 ma-
yores a 7,2 ng/ml se observan en pacientes con
dos alelos afectados, con una sensibilidad del
83% y una especificidad del 85%. Se sugiere
entonces que en los pacientes con este nivel ba-
sal no se debe realizar el test de ACTH y se de-
be confirmar el diagnostico con el estudio mo-
lecular.

Los niveles séricos de 170HP4 a los 60 mi-
nutos post estimulo con ACTH mayores a 20
ng/ml son confirmatorios de diagndstico de de-
ficit de 21-hidroxilasa forma NC, con 84% de
sensibilidad y 88% de especificidad. No seria
necesario entonces realizar estudios moleculares
para su confirmacion.

El valor de 15,6 ng/ml 170HP4 sérica post
ACTH, permite, con una sensibilidad 89% y una
especificidad 95%, diferenciar Gr0 de Gr2, y es
un buen valor predictivo para la deficiencia de

170OH progesterona, deficiencia de 21-hidroxilasa no clasica

21Hidroxilasa forma NC, pero dado que puede
existir un grupo no detectado, el analisis mole-
cular no deberia obviarse en aquellos casos en
los que haya una fuerte sospecha clinica.

Estos puntos de corte diagnostico que he-
mos encontrado son coincidentes con los de pu-
blicaciones recientes™.

CONCLUSION

Se concluye que el anélisis molecular es la he-
rramienta mas util para confirmar el diagnéstico,
caracterizar el genotipo y realizar asesoramiento
genético en pacientes con signos clinicos de sos-
pecha de HSC NC.
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