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Background: Type I familial hyperaldosteronism (HAF-1) is caused by the presence of a chimeric
gene CYPIIBI/CYPIIB2 which encodes an enzyme with aldosterone synthetase activity regulated by
ACTH. HAF-I patients present with severe hypertension at young ages and a greater risk of stroke.
Aim: To characterize clinical and biochemical presentation of family members with HAF-1. To eva-
luate endothelial oxidative stress markers before and after glucocorticoid treatment. Patients and
Methods: We evaluated three family members with HAF-I confirmed with a genetic test (XL-PCR) for
chimeric gene CYPIIBI/CYPIIB2. The index case was a 13 years old boy with stage 2 hypertension
(Joint National Committee VII" report), plasma aldosterone/ plasma renin activity (AP/ARP) ratio of
161 and normal plasma potassium. His father had primary hyperaldosteronism diagnosed at 25 years
of age with hypertension and hypokalemia. His sister was 15 years old, with a normal blood pressure
and an AP/ARP ratio of 37.6. Results: All subjects had plasma xanthine-oxidase levels in the upper
limit of normal. Malondialdehyde was above normal in the index case and his father. These markers
returned to normal with glucocorticoid treatment. Conclusions: We report a HAF-I carrying family
with a wide phenotypical variability between affected members. Elevation of endothelial oxidative
stress markers and its normalization after glucocorticoid treatment, may indicate that aldosterone
produces endothelial damage and increases cardiovascular risk.

Introduccién

I hiperaldosteronismo primario (HAP) se debe a la

produccién auténoma de aldosterona por la zona

glomerulosa de la corteza suprarrenal. Su secre-
cién es independiente del eje renina angiotensina, por lo
que en este tipo de pacientes se encuentran niveles de re-
nina suprimida con aldosterona elevada. La hipertension
arterial en estos casos se debe a la accidn de la aldosterona
a nivel renal, aumentando la reabsorcion renal de sodio, el
volumen intravascular y, por lo tanto, la presién arterial'.
La aldosterona produce efectos directos sobre varios érga-
nos, describiéndose dafio a nivel del corazén y endotelio,
lo que podria traducirse en fibrosis miocdrdica, reduccién
de la fibrinolisis y disfuncion endotelial. En diferentes
estudios se ha demostrado que los pacientes con HAP tie-
nen mds incidencia de hipertrofia ventricular izquierda y
mayor cantidad de eventos cardiovasculares que los espe-
rados para su nivel de presidn arterial al compararlos con
hipertensos esenciales®*.

Investigaciones recientes seflalan que la elevacidn de la
aldosterona plasmadtica (AP) podria jugar un rol en la pro-
gresion de la enfermedad cardiovascular. Al combinarse la

aldosterona con dieta rica en sodio se induce una respuesta
vascular inflamatoria que es independiente de la eleva-
cion de la presidn arterial. Esta respuesta se caracteriza
por infiltracién perivascular de leucocitos y remodelacién
vascular fibrinoide de la capa media vascular’.

Estudios en ratas con hipertension arterial inducida por
aldosterona mostraron aumento del estrés oxidativo endo-
telial (EOE) y de la respuesta génica secundaria a ésta, la
cual fue sustancialmente abolida al administrar antagonis-
tas del receptor de mineralocorticoides. En animales tra-
tados con eplerenona se ha demostrado una disminucién
del EOE, grosor de la intima e inflamacién vascular®’. Un
marcador de EOE es la xantin-oxidasa, enzima encargada
de catalizar el paso de hipoxantina a xantina. La elevacién
de esta enzima aumenta la produccidon de especies reac-
tivas derivadas del oxigeno (EROS), con la consiguiente
oxidacion de moléculas a nivel endotelial, entre las cuales
se encuentran los dcidos grasos®. Algunos productos de
este fendmeno oxidativo pueden ser medidos, como lo es
el malondialdehido, molécula derivada de la oxidacién de
dcidos grasos a nivel endotelial®'°.

Un modelo ideal para evaluar el efecto de aldosterona en



estos marcadores lo constituye el hiperaldosteronismo pri-
mario familiar tipo I (HAF-I), ya que en estos pacientes el
exceso de aldosterona se normaliza con el uso de gluco-
corticoides a diferencia de otras patologias, en las cuales
sélo es posible bloquear el efecto de aldosterona con el
uso de espironolactona. Esto es asi porque en el HAF-I la
produccion de aldosterona se encuentra bajo el control de
la ACTH vy, por lo tanto, es posible tratar administrando
glucocorticoides.

El HAF-I se produce por una recombinacién desigual
entre los genes que codifican para la 118-hidroxilasa
(CYPI11B1) y la aldosterona sintetasa (CYP11B2), resul-
tando un gen quimérico que tiene actividad de aldosterona
sintetasa, pero regulado por ACTH'3, Este gen quimérico
contiene, en su porcién amino terminal, los elementos que
determinan la respuesta a ACTH, fusionados a la secuen-
cia codificadora del gen CYP11B2. Sujetos con HAF-I
presentan hipertensidn arterial mds severa y una mayor
incidencia de eventos vasculares cerebrales que pacientes
portadores de HAP esporéddico'*. Sin embargo, se reportd
en 1 familia italiana sujetos portadores del gen quimérico
CYP11B1/CYP11B2 sin manifestaciones clinicas de hipe-
raldosteronismo'>.

Recientemente, nuestro grupo detecté una familia en la
cual tres de sus miembros son portadores de hiperaldoste-
ronismo familiar tipo I. El objetivo del estudio fue carac-
terizar la presentacion clinica y bioquimica de familiares
con HAF-I, evaluando ademds marcadores de EOE antes
y a los 2 meses de iniciado el tratamiento especifico con
glucocorticoides en estos pacientes.estos pacientes.

Pacientes y Métodos

Pacientes:

El caso indice corresponde a un varén de 13 afios que con-
sulté por hipertension arterial (HTA) 180/110 mmHg. El
estudio de hipertensién arterial secundaria demostré al-
dosterona plasmdtica (AP) 48,4 ng/dL; actividad de renina
plasmadtica (ARP) <0,2 ng/ml-h y relacién AP/ARP 161,3,
diagnosticdndose hiperaldosteronismo primario. Potasio
plasmadtico (3,5 mEq/L) y TAC de suprarrenales normales.
Se inici6 tratamiento antihipertensivo con Nifedipino lo-
grandose normalizacion de cifras tensionales (Tabla 1). A
su padre se le diagnostic6 HAP a los 25 afios de edad en
relacion a HTA etapa 2 (criterios JNC VII) e hipokalemia
severa; actualmente en tratamiento con amiloride 20 mg
¢/12 h vo; AP 69,4 ng/dL; ARP 1,5 ng/ml-h; relacién AP/
ARP 46,2; potasio plasmdtico normal (4,2 mEq/L); indice
de masa corporal (IMC) 31,2 (Tabla 1). El caso indice tie-
ne 2 hermanas, de 16 y 15 afios, siendo la hermana mayor
sélo por linea paterna. Ambas son normotensas y no tienen
antecedentes mdrbidos de importancia. La hermana me-
nor, de 15 afios, es eutréfica (IMC 22,8), destacando AP
11,3 ng/dL; ARP <0,2 ng/ml-h; relacién AP/ARP 37,6 y
potasio plasmdtico normal (4,1 mEq/L) (Tabla 1).
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Para confirmar la existencia de un HAF-I se realizé es-
tudio genético para gen quimérico CYP11B1/CYP11B2
al caso indice y a 12 familiares directos, encontrdndose
afectados solo el caso indice, su padre y hermana de 15
afios (Figura 1), no pesquisdndose la mutacion en otros
integrantes de la familia.

En los 3 casos que se confirmé6 el diagndstico de HAF-I,
se evalud antes y a los 2 meses de iniciado el tratamien-
to con glucocorticoides: presion arterial, AP, ARP, pota-
sio plasmdtico, malondialdehido (MDA) y xantin-oxidasa
(XO). Antes de iniciar los glucocorticoides se evalud la
edad 6sea, tanto en el caso indice como en su hermana. El
tratamiento especifico se realizé con dexametasona en el
padre (0,5 mg/dia vo) y hermana (0,25 mg/dia vo). En el
caso indice, por encontrarse en periodo de crecimiento, se
indicé cortisol (10 mg/m? superficie corporal, fraccionado
en 3 dosis diarias) para evitar supresion del eje hipdfisis
suprarrenal y no interferir con la talla final. Se obtuvo
consentimiento informado de todos los participantes de
acuerdo a las gufas de la declaracién de Helsinki y la apro-
bacién del Comité de Etica de la Facultad de Medicina de
la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Métodos:

Evaluacion bioquimica.

La AP fue medida por radioinmunoensayo directo uti-
lizando un kit comercial (Diagnostic Products, Los An-
geles CA). La variacidn intra e interensayo fue 5,1% y
7,1% respectivamente, siendo el valor normal de 1 a 16
ng/dL. La ARP fue evaluada por radioinmunoandlisis
de Angiotensina I, obtenida por generacién enzimdti-
ca, kit comercial DIASORIN con variabilidad intra e
interensayo de 6,1% y 6,6%, respectivamente. Su ran-
go de normalidad se encuentra entre 1,3 y 4 ng/ml-h.
El Iimite inferior de determinacién de ARP fue 0,2 ng/
ml-h. El potasio plasmdtico fue medido por potencio-
metria indirecta-ion selectivo en equipo automatizado
HITACHI, con limites de referencia entre 3,5-5,0 mEq/L.

Evaluacion de estrés oxidativo endotelial.

Los niveles plasmdticos de MDA fueron determinados por
medio de la técnica descrita por Castro et al.'s. Se reali-
z6 una curva de calibracidon con una solucién estandar de
MDA (Merck) 100uM. Luego, a 300 L de plasma se agre-
garon 200 L de TCA 10% y 500 uL de TBA y se coloca-
ron a bafio maria durante 1 hora a 90°C. Luego de enfriar
los tubos, se procedié a una centrifugacién de 3.500 x g
durante 10 minutos a 4°C, y las absorbancias del sobrena-
dante se determinaron por espectrofotometria a 532nm. La
concentracién de MDA se expresé en M. Las variaciones
inter e intraensayo fueron de 2,1% y 5,3%, respectivamen-
te, siendo sus mdrgenes de referencia entre 0,3 a 1,1 uM.

La actividad de XO en plasma se determiné de acuerdo
a la metodologia descrita por Prajda et al.'’, en la cual se
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siguid, espectrofotométricamente a 290 nm, la formacion
de 4cido drico a partir de una solucién de xantina. La ac-
tividad se expresé como unidades arbitrarias (UA) por mL
de plasma, con un rango normal de referencia de 0,06 a
0,23 UA x ml''x min"'. Las variaciones inter e intraensayo
fueron 6,5% y 5,2%, respectivamente.

Estudio genético.

Se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Jonsson's.
Se determind la presencia del gen quimérico CYP11B1/
CYP11B2 y del gen de la aldosterona sintetasa CYP11B2.
El DNA genémico se extrajo de leucocitos de sangre pe-
riférica. El DNA aislado de cada paciente fue sometido a
2 reacciones de amplificacion realizadas simultdneamente
mediante XL-PCR. En la primera reaccion el primer sense
(5" TCCTTC ATC TAC CTT TGG CTG GGG 37) es espe-
cifico para la region 5” del gen de la aldosterona sintetasa.
En la segunda reaccién el primer sense (5" TCA TGC ACC
CCC AAT CAG TCC CTG 3") es especifico para la region
57 del gen de 118-hidroxilasa. En ambas reacciones el pri-
mer antisense (5GAG TCC TCC AGC TGC CTC TCA
ACC 37) es especifico para la region del intron E del gen
de la aldosterona sintetasa. Los primers estdn dirigidos
contra regiones de la CYP11B1 y CYP11B2 que no son
homdlogas entre ellas, permitiendo la especificidad de la
reaccion. En cada reaccion se incluy6 un control positivo
y otro negativo para confirmar la especificidad de la reac-
cion. El producto de amplificacion se visualizé en trans-
iluminador-UV tras electroforesis en gel de Agarosa 0,8%
con bromuro de etidio.

Resultados

Variabilidad fenotipica.

El caso indice debuté con hipertensién arterial etapa
2 (JNC VII), sin hipokalemia, a diferencia de su padre,
quien al momento del diagndstico de hiperaldosteronis-
mo primario presentaba hipertension arterial etapa 2 (JNC
VII) asociado a hipokalemia importante, la cual se corri-
gi6é con amiloride 20 mg ¢/12 hrs vo. La hermana, a pesar
de ser portadora del gen quimérico CYP11B1/CYP11B2,
tenfa presidn arterial y potasio plasmdtico normales.

Los tres pacientes al momento de la evaluacidn presen-
taban presidn arterial y potasio plasmdtico normales, en-
contrdndose el caso indice y su padre bajo tratamiento
antihipertensivo. En el caso indice se observé una rela-
cion AP/ARP muy elevada, seguida en magnitud por la del
padre y hermana (161, 3, 56, 2 y 37, 6 respectivamente)
(Tabla 1). Tras 2 meses de tratamiento con glucocorticoi-
des los pacientes persistieron normotensos, habiéndose
suspendido el tratamiento antihipertensivo en el caso indi-
ce y en su padre. En este dltimo se suspendi6 el amiloride,
manteniendo el potasio plasmdtico normal. El padre y la
hermana, que fueron tratados con dexametasona, norma-
lizaron su AP (5,1 y 15 ng/dL), ARP (3,1 y 0,9 ng/ml-hr)

y relacién AP/ARP (1,64 y 17,3 respectivamente). En el
caso indice se observo normalizaciéon de AP (8,7 ng/dL),
persistiendo suprimida la ARP. La relacién AP/ARP dis-
minuyé a 29.

Marcadores de estrés oxidativo endotelial.

En los tres pacientes estudiados se observé aumento en
los marcadores de estrés oxidativo endotelial, variando
la magnitud del aumento entre ellos. Los niveles de Ma-
londialdehido se encontraron elevados en los 3 pacientes,
siendo mayores en el caso indice y su padre (2,3 uM y
2,1uM, respectivamente) que en la hermana (1,5 uM). En
todos los pacientes los niveles basales de xantin-oxidasa
se encontraron en el limite superior del rango de referen-
cia (Tabla 2).

Tras 2 meses de tratamiento con glucocorticodes se obser-
v6 en los tres pacientes normalizacion de la aldosterona
plasmdtica y de la relacién AP/ARP sélo en el padre y
en la hermana. En el caso indice la relacién se mantuvo
levemente elevada en relacion a ARP suprimida. Los mar-
cadores de estrés oxidativo endotelial se normalizaron con
el tratamiento en todos los pacientes (Tabla 2).

Discusion

Este estudio demuestra una gran variabilidad en la expre-
sion fenotipica en sujetos portadores de HAF-I en una fa-
milia chilena. Ademds, encontramos una elevacién de los
marcadores de EOE que se normalizaron con la correcciéon
de la aldosterona plasmatica.

En relacién al fenotipo, en esta familia encontramos que
los pacientes portadores del gen quimérico CYP11B1/
CYP11B2 presentan variabilidad fenotipicas entre ellos.
En el caso indice, la hipertension arterial se inicié a una
edad temprana, sin presentar hipokalemia, mientras que
su hermana 2 afios mayor, es normotensa y solamente
presenta evidencias bioquimicas de exceso de aldostero-
na. Su padre debuté con hipokalemia severa asociada a
la hipertension arterial. Este hecho ha sido comunicado
por Fallo et al.'” en una familia italiana en la cual el padre
del caso indice era normotenso a pesar de ser portador
del gen quimérico CYP11B1/CYP11B2. La variabilidad
fenotfpica encontrada no puede ser explicada por factores
ambientales como la alimentacién o la ingesta de sodio, ya
que los tres sujetos viven en el mismo hogar, no existiendo
diferencias de este tipo entre ellos, a pesar de que el padre
era obeso y los 2 hijos eutréficos. Otra explicacidn podria
ser la existencia de penetrancia génica incompleta, dada
por la presencia de genes protectores para el desarrollo
de hipertension arterial en la paciente afectada, pero nor-
motensa.

Encontramos elevacion de los marcadores de EOE en los
tres pacientes (MDA, XO). Este hallazgo apoya la hipé-
tesis de que la aldosterona es capaz de estimular directa-
mente la produccién a nivel del endotelio de EROS con



el consiguiente aumento de X0, produciéndose la oxida-
cion de lipidos de membrana y el consiguiente aumento
del MDA,

Al tratar a los pacientes con glucocorticodes se observa
que los dos que recibieron dexametasona normalizaron la
AP, la ARP y la relacién entre ellas. En el caso indice se
normaliz6 la AP, manteniendo una relacion AP/ARP leve-
mente elevada. Este hecho se debe, probablemente, a que
este paciente por encontrarse aun en etapa de crecimiento
fue tratado con cortisol, el cual tiene menor vida media y
menor efecto supresor sobre el eje hipotdlamo-hipdfisis-
suprarrenal. Este menor efecto supresor de ACTH no seria
capaz de mantener la ARP en un nivel normal durante todo
el dia, pero si lograria normalizar la AP, previniendo la ex-
posicién del endotelio vascular a concentraciones suprafi-
sioldgicas de aldosterona. Tras el tratamiento se observd
disminucién y normalizacién de los marcadores de EOE,
aportando nueva evidencia sobre el efecto deletéreo de la
aldosterona sobre el endotelio, el cual seria reversible al
normalizar la aldosterona. EI uso de glucocorticoides en
estos pacientes no deberia influir sobre la disminucién del
EOE, ya que los glucocorticoides ejercen su efecto anti
inflamatorio actuando sobre la expresién de reguladores
génicos como son el NF-kB y el activador de proteina 1 .
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Estos se encuentran involucrados en la respuesta inflama-
toria en una etapa posterior a la formacién de EROS y el
aumento de xantin-oxidasa. Estudios experimentales han
reportado un aumento en la expresion de xantin-oxidasa
con el uso de dexametasona®.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones, siendo la pri-
mera el bajo nimero de pacientes incluidos en la evalua-
cién. El1 HAF-I corresponde a menos del 1% de los pacien-
tes portadores de hiperaldosteronismo primario, teniendo
una baja incidencia en la poblacidn general, lo que no per-
mite obtener una casuistica mds extensa. Otra posible li-
mitacién es el corto periodo de tratamiento con glucocor-
ticoides, sin embargo, en este tiempo se logré normalizar
los marcadores de estrés oxidativo.

En conclusion, en este estudio pudimos observar una am-
plia variabilidad fenotipica en pacientes portadores de
HAF-I, sugiriendo que este cuadro no siempre se presenta
como una enfermedad grave. La elevacién de los marca-
dores de EOE y su posterior normalizacién con el trata-
miento del HAF-I aporta nueva evidencia sobre el posible
mecanismo fisiopatoldgico por el cual la aldosterona pro-
ducirfa dafio a nivel del endotelio y aumento del riesgo
cardiovascular. Los resultados obtenidos deben ser confir-
mados en un estudio de mayor tamaiio.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y bioquimicas antes del tratamiento con glucocorticoides en pacientes con hiperal-
dosteronismo primario familiar tipo I.

Edad P° Art.

(afios) (mmHg)
Caso indice 13 110/60 18,6
Padre 45 130/80 31,2
Hermana 15 120/80 22,8

AP ARP AP/ARP K*
(ng/dL) (ng/ml-h) (mEg/L)
48,4 <0,2 161,3 3,5
69,4 1,5 46,2 4,2
11,3 <0,2 37,6 4,1

P° Art = Presién Arterial. IMC = indice de Masa Corporal. AP = Aldosterona plasméatica. ARP = Actividad de Renina Plasmatica.

K+= Potasio plasmatico.
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Tabla 2. Marcadores de estrés oxidativo antes y 2 meses post inicio de glucocorticodes en pacientes con hiperaldos-

teronismo familiar tipo I.

AP
VR: 2,5-16
ng/dL

Caso indice Pre 110/60 48,4
Post 130/80 8,7

Padre Pre 130/80 69,4
Post 129/83 5,1

Hermana Pre 120/80 11,3

Post 96/61 15,6

AP/ARP X0

VR: <25

161
29
46,2
1,64
37,6

17,3

MDA

VR:0,06-0,23 UAXmL'x min™' VR:0,3-1,1 uM

0,23 2,3
0,14 1.1
0,25 2,1
0,15 1.2
0,23 1.5
0,16 1.1

P° Art = Presién Arterial. AP = Aldosterona plasmatica. AP/ARP = Relacion Aldosterona plasmética/Actividad de Renina Plasmatica.
XO = xantin-oxidasa. MDA = Malondialdehido. VR = Valor de Referencia.

Figura 1.
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Amplificacion por XL-PCR de gen quimérico CYP11B1/CYP11B2 (GQ) y gen de la aldosterona sintetasa CYP11B2

(AS) en DNA de leucocitos de caso indice, padre, 2 hermanas y abuelos paternos. Columnas de derecha a izquierda: 1.- H,0.
2.- Abuelo paterno. 3.- Abuela paterna. 4.- Padre. 5.- Hermana sana. 6.- Hermana portadora. 7.- Caso indice. 8.- Control negativo.
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