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Resumen  El 90% de los casos de HSC se deben al déficit de la enzima P450c21. En el humano ha sido descripto
un gen activo que codifica para la enzima 21 hidroxilasa, el CYP21B, y un gen no funcional denomi-
nado CYP21A. Estos genes, ubicados en el brazo corto del cromosoma 6, presentan una homologia entre si del
98%. La alta homologia entre los genes CYP21 y la complejidad de este locus génico, dificulta su andlisis a nivel
molecular y la interpretacion de los resultados obtenidos. El objetivo del presente estudio fue elaborar una estrate-
gia adecuada para la caracterizacion de las alteraciones mas frecuentes descriptas del gen CYP21B. Se analiza-
ron 77 individuos con diagnéstico clinico y bioquimico de HSC por déficit de la enzima P450c21, pertenecientes a
73 familias no relacionadas (146 cromosomas). La estrategia elaborada permitié diferenciar pacientes con muta-
ciones puntuales (MP) homocigotas, pacientes con MP en un alelo y deleciones o conversiones en el otro, o pa-
cientes con MP en un alelo y las MP Ex3 o Cluster Ex6 en el otro, aun cuando los progenitores del paciente no
estuvieran disponibles para el estudio. Por otro lado, permiti6 discriminar deleciones o conversiones heterocigotas
de duplicaciones del gen no funcional CYP21A, asi como deleciones de los genes CYP21A y B, de un nimero de
copias normales de estos dos genes. Un analisis exhaustivo del conjunto de los resultados obtenidos en el analisis
molecular de este gen resulta indispensable para efectuar una caracterizacion adecuada de las alteraciones pre-
sentes en este locus.
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Abstract Molecular analysis of the most frequent mutations associated with congenital adrenal hyperpla-

sia secondary to steroid 21-hydroxylase enzyme deficiency. Most cases (90%) of congenital adrenal
hyperplasia (CAH) are secondary to steroid 21-hydroxylase enzyme deficiency (P450c21). In human, the P450c21
gene (CYP21B) is present along with a non functional pseudogene (CYP21A). These genes, located in chromosome
6, present a sequence homology of 98%. This high homology and the complexity of this gene locus brings about
considerable difficulties in its molecular analysis and in the interpretation of the results. The aim of the present study
was to elaborate an adequate strategy for the analysis of the most frequent mutations described in the CYP21B
gene. A total of 77 patients with clinical and biochemical diagnosis of CAH secondary to P450c21 enzyme deficiency,
as well as 170 unaffected relatives, were studied. They belonged to 73 unrelated families (146 chromosomes). The
strategy allowed for the differentiation of patients with homozygous point mutations (PM), with PM in one allele and
deletions, conversions, Ex3 or Cluster Ex6 PM in the other, even though parents were not always available for the
study. Furthermore, it allowed for the discrimination of heterozygous deletions or conversions of the CYP21B gene
from duplications of the non functional gene CYP21A, as well as CYP21B and A deletions from normal copies of
the two genes. An exhaustive molecular analysis of this gene is necessary for an adequate characterization of the
alterations present in this locus.
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La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC), es un
conjunto de sindromes producidos como consecuencia
del déficit hereditario de alguna de las enzimas que in-
tervienen en la sintesis de cortisol a partir de colesterol*.
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Sin embargo, el 90% de los casos de HSC se deben al
déficit de la enzima 21 hidroxilasa (P450c21). Esta defi-
ciencia, es un desorden autosémico recesivo que pre-
senta tres formas clinicas. Dos de ellas se expresan
fenotipicamente durante la vida fetal, y se denominan for-
mas clasicas (FC). Estas incluyen una forma severa en la
cual esta alterada tanto la sintesis de cortisol como de la
aldosterona, conocida como forma perdedora de sal (FPS),
y una forma menos severa, en la cual la funciéon mine-
ralcorticoidea esta conservada, conocida como forma
virilizante simple (FVS). En ambas, el exceso en la pro-
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duccién de androégenos adrenales, resulta en la virilizacion
de los genitales externos en el feto femenino. Finalmente
ha sido descripta una forma de expresion tardia (FNC),
en la cual el exceso de producciéon de andrégenos
adrenales se manifiesta en la prepubertad tardia o en la
adolescencia y se denomina forma no clasica?.

En el humano ha sido descripto un gen activo que
codifica para la enzima 21 hidroxilasa, el CYP21B, y un
pseudogen no funcional denominado CYP21A, duplica-
dos en tandem junto con los genes que codifican para
los componentes C4 del complemento, C4A y C4B®. Es-
tos genes se encuentran ubicados en el brazo corto del
cromosoma 6 banda 21.3 y presentan una homologia
entre si del 98%.

El andlisis molecular del gen CYP21B en pacientes
con HSC por déficit de 21 hidroxilasa, en poblaciones
norteamericana y europeas, permitieron determinar que
aproximadamente el 25% de estos pacientes presentan
macrodeleciones de aproximadamente 30 Kb, que in-
cluyen no solo gran parte de la regiéon 5' del gen CYP21B
sino también todo el gen C4B y la region 3' del gen
CYP21A, o macroconversiones del gen CYP21B en una
forma similar al CPY21A* El 75% restante presenta
microconversiones génicas o mutaciones puntuales (MP).
Las MP mas frecuentes descriptas en las FC son: 1172N,
R356W y Q318X, un cambio de C por G en el intrén 2,
que generaria un sitio aceptor de splicing 12 bases co-
rriente arriba del sitio aceptor de splicing normal, deno-
minada In2, una delecién de 8 pb en el exén 3 que gene-
ra un corrimiento del marco de lectura y la aparicion de
un codon de terminacién prematuro, denominada Ex3 y
tres sustituciones T por A en los codones 234-238 que
determina un cambio en la secuencia de aminoacidos
lle-Val-Glu-Met por Asn-Glu-Glu-Lys, denominada Clus-
ter Ex6. En las FNC las MPs mas frecuentes descriptas
son: P30L y V281L.

Por otro lado, han sido descriptas deleciones del gen
CYP21A asociadas a deleciones del gen C4 A o B en
poblacién normal®, y duplicaciones del gen CYP21A y
C4B frecuentemente asociadas a la forma no clasica de
HSC por déficit de 21 hidroxilasa®. Dada la alta homologia
entre los genes CYP21 y la complejidad de este locus
génico, el estudio a nivel molecular resulta dificultoso;
siendo necesario implementar metodologias y estrate-
gias adecuadas para realizarlo.

El objetivo del presente estudio fue establecer una
estrategia de estudio para un adecuado diagndstico
molecular de HSC por déficit de la enzima P450c21.

Material y métodos

Material clinico

El andlisis de las alteraciones moleculares mas frecuentes del
gen CYP21B descriptas en otras poblaciones, fue realizado en
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77 individuos con diagnostico clinico y bioquimico de HSC por
déficit de la enzima P450c21, pertenecientes a 73 familias no
relacionadas (146 cromosomas). Treinta y ocho familias (76
cromosomas) presentaron la FPS, 15 (30 cromosomas) la FVS
y 20 (40 cromosomas) la FNC.

En 55 familias se realiz6 el estudio molecular en ambos
progenitores, en 16 s6lo se analizé a uno de ellos y en 2 nin-
guno de los progenitores estuvo disponible para el estudio. Se
analizaron también un total de 44 hermanos no afectados. En
total se estudiaron 247 individuos.

Todas las pacientes de sexo femenino, con las FC (n = 40,
29 FPS y 11 FVS) presentaron ambigledad genital al nacer, y
el diagnéstico de HSC fue confirmado por la deteccion de ni-
veles basales elevados de 17 OH progesterona en suero. Los
pacientes de ambos sexos con la FPS (29 mujeres y 11 varo-
nes) fueron diagnosticados luego de presentar crisis perdedo-
ra de sal, durante las primeras 4 semanas de vida post-natal.
Los pacientes de sexo masculino con la FVS (n = 5), presen-
taron alguno de los siguientes signos caracteristicos: pseudo-
pubertad precoz con testiculos pequefios, pubarca precoz,
velocidad de crecimiento acelerada y adelanto de la edad ésea.

Los pacientes con la FNC (19 mujeres y 2 varones) pre-
sentaron como signo clinico pubarca precoz, asociada en al-
gunos casos a hipertrofia de clitoris en las nifias. Estos pacien-
tes fueron diagnosticados en base a los niveles séricos de
170H progesterona basales > 2 ng/ml y post estimulo con
ACTH elevados, > 10 ng/ml.

Métodos

Utilizando la técnica de PCR en presencia de primers especi-
ficos”™® se amplificaron 4 fragmentos del gen CYP21B (Fig. 1,
panel superior). Las mutaciones P30L, In2, Ex3, I1172N, Cluster
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Fig. 1.— a) esquema de los 10 exones y 9 intrones del gen
CYP21B, mutaciones puntuales mas frecuentes descriptas
y localizacion de los primers utilizados en la PCR.
== Primers especifico para el gen CYP21B
— Primers especifico para los genes CYP21Ay B
b) Esquema de los fragmentos de los genes CYP21A y B
generados por digestién con las enzimas de restriccion Taq
1y Bglll.



30

Ex6, V281L y R356W fueron analizadas utilizando la técnica de
hibridizacién con oligonucleétidos alelo especificos, ASO?, mien-
tras que la MP Q318X fue estudiada mediante digestion con la
enzima de restriccion Pst1®. La presencia de deleciones o
macroconversiones génicas fue analizada mediante la técnica de
Southern blot!®, utilizando para la digestion del ADN gendmico
las enzimas Taql y Bgl Il (Fig. 1, panel inferior).

El andlisis molecular del gen CYP21B fue realizado en el
paciente, y una vez detectada la alteraciéon se procede a la
blusqueda de la misma en los padres y hermanos.

Resultados
Estrategia

El primer paso en el analisis molecular del gen CYP21B,
es la amplificacién por PCR de los cuatro fragmentos
del gen que se muestran en la Fig. 1, panel superior.

1) La ausencia de producto amplificado con los 4 pa-
res de primers, observada en 2 pacientes, sugiere la
presencia de deleciones o macroconversiones del gen
CYP21B en ambos alelos. Este resultado fue confirma-
do en ambos realizando un analisis del ADN utilizando la
técnica de Southern blot, digiriendo el ADN gendémico
con la enzima de restriccion Taq |. Las deleciones o
macroconversiones del gen CYP21B homocigotas ge-
neran un patrén de bandas caracterizado por la ausen-
cia de la banda de 3.7 Kb correspondiente al gen funcio-
nal CYP21B (Fig. 2 B, C).

2) La ausencia de producto amplificado utilizando los
primers D-V y G-L, pero en presencia de amplificacion
con M-Cr y C-E, obtenida en 3 pacientes, descarta la
presencia de deleciones o macroconversiones en am-
bos alelos. Sin embargo deleciones o macroconversiones
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parciales que involucren los primeros exones del gen
pero no del exén 6 en adelante, impedirian la amplifica-
cion con los pares de primers D-V y G-L y seguiria sien-
do posible la amplificacion especifica con los pares de
primers M-Cr y C-E. Por lo tanto deleciones o
macroconversiones parciales, ya sea en forma
homocigota o0 asociadas con deleciones o
macroconversiones mas grandes, deben ser tenidas en
cuenta. La confirmacién también debe realizarse a tra-
vés de un andlisis de Southern blot en presencia de la
enzima de restriccion Taq I. El patron de bandas, sera
igual al del caso anterior, dado que estara ausente la
banda de 3.7 Kb correspondiente al gen CYP21B. Este
resultado fue obtenido en 2 de los 3 pacientes.

Por otro lado, dado que la secuencia con la cual
hibridizan los primers V y G coinciden con la mutacion
Ex3, la presencia de esta mutacion, ya sea en forma
homocigota o asociada a deleciones o macroconver-
siones impediria la amplificacion de los fragmentos D-V
y G-L. Esta posibilidad debe también ser tenida en cuen-
ta, y puede confirmarse realizando dot blot para la mu-
tacion Ex3 y el analisis de Southern blot con la enzima
de restriccion Taqg I. Si el paciente presenta la mutacion
Ex3 en ambos alelos, el patrén de bandas obtenido en
el Southern blot sera totalmente normal. Sin embargo la
presencia de Ex3 en un alelo y deleciones o macrocon-
version en el otro alelo, generara un patron caracteristi-
co de bandas donde la ausencia del gen activo en un
alelo, provoca una disminucion de la intensidad de la
banda de 3.7 Kb con respecto a la banda de 3.2 Kb,
pudiendo incrementarse la relacion de intensidades en-
tre 3.2 y 3.7 al doble (delecion) o al triple (macrocon-
version) (Fig. 2 A, B, Cy 3 A, B, C). En este caso un
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Fig. 2.— Esquema del locus C4/CYP21. Fragmentos generados por digestion con las enzimas
de restriccion Taq 1y Bgl Il. A: alelo normal. B: alelo con delecion del gen CYP21B. C: alelo
con conversion del gen CYP21B. D: alelo con delecion del gen CYP21A. E: alelo con dupli-

cacion del gen CYP21A.
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Fig. 3.— Autorradiografia del andlisis de Southern blot utilizando las enzimas de restriccion Taq
1y Bglll. Alaizquierda de cada autorradiografia figuran los tamafios de las bandas gene-
radas y a la derecha la dosis de cada una de ellas. A: normal. B: delecién heterocigota del
gen CYP21B. C: conversion heterocigota del gen CYP21B. D: delecién del gen CYP21A en
un alelo y del gen CYP21B en el otro alelo. E: duplicacion heterocigota del gen CYP21A.

segundo Southern, digiriendo el ADN con la enzima de
restriccion Bglll, permite diferenciar mas claramente la
delecion de la macroconversion génica. En presencia
de una delecién génica genera un fragmento de 11 Kb
de mayor intensidad que el de 12 Kb, mientras que la
presencia de una macroconversién génica genera un
patréon de bandas normal (Fig. 2 A, B, Cy 3 A, B, C).
Este resultado fue obtenido en un paciente.

3) De modo similar, la ausencia de producto amplifi-
cado utilizando los primers C-E y M-Cr, pero presente
con D-Vy G-L, sugiere la presencia de la mutacion Clus-
ter Ex6, ya sea en forma homocigota o asociada a
delecién o macroconversion génica, dado que la region
del gen con la cual hibridizan los primers C y Cr coinci-
den con la mutacién Cluster Ex6. Sin embargo, a dife-
rencia del caso anterior, no han sido descriptas
deleciones 0 macroconversiones génicas parciales de
la region 3' del gen CYP21B. El modo de confirmar el
diagnéstico molecular es realizando nuevamente, un
estudio por dot blot de la mutacién Cluster Ex6 y anali-
zar la presencia de deleciones o macroconversiones a
través del analisis de Southern blot utilizando la enzima
de restriccion Taq |y Bgl Il. Este resultado no fue obser-
vado en ninguno de los pacientes analizados.

4) Cuando la amplificacion por PCR es positiva en
presencia de los 4 pares de primers (68 pacientes) se
procede a la busqueda de MPs ya sea por ASO o diges-
tion con enzimas de restriccion.

a) En 14 pacientes se hall6 s6lo una MP en forma
heterocigota, permaneciendo la alteracion de uno de los
alelos no detectada.

b) Dos MP en forma heterocigota, fueron observadas
en 28 pacientes. Sin embargo éstas pueden estar pre-
sentes en alelos diferentes o en el mismo alelo, siendo
necesario en este caso realizar obligatoriamente el es-
tudio en los padres. Once pacientes presentaron dos
MP en el mismo alelo.

Si ambas MP corresponden al mismo alelo y ademés
son contiguas se completa el estudio realizando un anali-
sis de Southern blot para determinar si las mismas son
parte de deleciones o macroconversiones génicas parcia-
les. Este resultado fue obtenido en 7 de los 11 pacientes.

c) En 22 pacientes se observé hibridizacion del pro-
ducto de PCR utilizando para realizar la busqueda de
una determinada MP solamente con el oligonucleétido
de secuencia mutada. En estos casos resulta necesario
definir si el paciente presenta esta MP en sus dos alelos
(13 de 22), o bien presenta un alelo con dicha mutacién
mientras que el otro alelo no esta siendo amplificado, ya
sea por la presencia de una delecién o macroconversion
génica (5 de 22) o bien porque la presencia de una MP,
Ex3 o Cluster Ex6 en la region del ADN donde hibridizan
los primers utilizados en la PCR (4 de 22).

d) En 4 casos no se detectd ninguna MP, realizando-
se la busqueda de deleciones o macroconversiones
heterocigotas, a través del analisis por Southern blot di-
giriendo el ADN gendmico de los pacientes con las
enzimas de restriccion Tag | y Bgl Il. Si el patron de
bandas en el Southern en presencia de Taq | es normal,
puede tratarse de un paciente con una delecion del gen
CYP21B en un alelo asociada a una delecion del gen
CYP21A en el otro alelo, en cuyo caso la relacién entre
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las bandas de 3.7 y 3.2 Kb no se altera (1 de 4 pacien-
tes) (Fig. 2 B, D y 3 D). La digestién en presencia de la
enzima Bgl Il permite discriminar esta situacion dado que
las deleciones del gen CYP21B no s6lo involucran gran
parte de la region 5' del mismo sino también todo el gen
C4B y parte del gen CYP21A, generandose un hibrido
CYP21A/B que genera una banda de 11 Kb al ser dige-
rido con esta enzima, y desaparece la banda de 12 Kb
como se observa en la Fig. 2 B. Por otro lado, las
deleciones del gen CYP21A daran lugar a la desapari-
cién de la banda de 12 Kb caracteristica en presencia
de Bgl Il (Fig. 2 D). Por lo tanto pacientes con deleciones
del gen CYP21B asociadas a deleciones del gen
CYP21A, presentaran un patrén de bandas caracteriza-
do por la desaparicion de la banda de 12 Kb en presen-
cia de Bgl Il como se muestra en la Fig. 3 D. Tres pa-
cientes presentaron un patrén de bandas normal utili-
zando ambas enzimas. En estos pacientes la alteracion
del gen CYP21B no pudo ser discriminada.

En todos los casos en que se realizo el analisis de
Southern blot en presencia de Taq 1 y se obtuvo un
patron de bandas alterado, se realizé un segundo
Southern utilizando la enzima Bgl Il con el fin de diferen-
ciar entre una delecidon o macroconversion heterocigota
del gen CYP21B de duplicaciones del gen no funcional
CYP21A (Fig. 2 E y 3 E). Duplicaciones del gen no fun-
cional fueron observadas en 8 pacientes.

Frecuencia de las mutaciones analizadas

Utilizando esta estrategia de estudio del gen CYP21B,
se analizaron las alteraciones mas frecuentes descriptas
de este gen en nuestra poblacién de pacientes las for-
mas clasica y no clasica de HSC por déficit de la enzima
P450c21.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos
de este estudio.

De los 21 alelos pertenecientes a pacientes con la
FPS (27.6%) que presentaron deleciones o macrocon-
versiones génicas, un 9% presentaron deleciones o
macroconversiones parciales del extremo 5' del gen, cuya
extension fue solamente hasta el intron 2, un 39% pre-
sentaron deleciones o macroconversiones parciales que
comprendieron hasta los 5 primeros exones y sus co-
rrespondientes intrones; finalmente, el 52% restante pre-
sentaron deleciones o macroconversiones que incluye-
ron al menos hasta el exén 6 del gen CYP21B. Por otro
lado, las deleciones o macroconversiones génicas de-
tectadas en pacientes con las FVS y FNC (3.3% y 2.5%
respectivamente), incluyeron al menos hasta el exén 6
del gen CYP21B.

Es interesante que de 9 pacientes con la FNC de esta
patologia, en los que se realizo el estudio por Southern
blot, 8 presentaron duplicaciones del gen no funcional
CYP21A.
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TABLA 1.— Frecuencia de las alteraciones génicas mas
frecuentes descriptas del gen CYP21B

Alteracién Frecuencia %

génica FC* FNC

FPS FVS

Del o Conv 27.6 3.3 2.5
In2 27.6 16.6 10.0
Q318X 145 3.3 25
1172N 0 43.3 0
Ex3 5.3 3.3 25
R356W 4 3.3 0
Cluster Ex6 2.6 0 0
V281L 0 3.3 57.5
P30L 0 3.3 25
In2-Q318X** 1.3 0 0
In2-V281L** 1.3 0 0
In2-Ex3** 1.3 0 0
In2-Cluster Ex6- 0 33 0
R356W**
ND 145 17 22.5

ND = no detectado

* Datos parcialmente publicados

** | as MPs separadas por guion representan MPs halladas en el mismo
alelo

Por otro lado, esta estrategia metodologica ha permi-
tido determinar que 4 progenitores (2 de sexo femenino
y 2 de sexo masculino) de pacientes con esta forma cli-
nica estaban afectados y no habian sido diagnostica-
dos, dado que se detectaron alteraciones del gen
CYP21B en sus 2 alelos (genotipos: In2/V281L, In2/
V281L, V281L/V281L, V281L/V281L).

Finalmente, el porcentaje de alelos cuya alteracién
no pudo ser determinada, fue del 14.5%, 17% y 22.5%
en la FVS, FPS y FNC, respectivamente. El porcentaje
de alelos que presentaron mas de una mutacién en la
FPS y FVS fue del 3.9 y 3.3 respectivamente (Tabla 1).

Discusioén

El andlisis molecular de las alteraciones del gen CYP21B
presenta varias dificultades.

La alta homologia entre los genes CYP21A y B de-
termina que para lograr una amplificacién por PCR es-
pecifica del gen activo, deban utilizarse primers que
hibridicen con regiones del gen CYP21B cuya secuen-
cia de bases sea diferente a la secuencia del gen no
funcional CYP21A.

Por otro lado, las deleciones o macroconversiones
génicas del gen CYP21B involucran parte del gen no
funcional CYP21A, todo el gen C4 B y parte del gen
CYP21B. Aungue estas alteraciones en general son de
aproximadamente 30 Kb, la region del gen CYP21B que
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resulta delecionada o convertida, es variable, pudiendo
involucrar solamente el extremo 5' del mismo o practica-
mente todo el gen activo. Ademas la presencia de
deleciones o duplicaciones del gen no funcional CYP21A,
determinan que el andlisis de este locus a nivel molecular
y la interpretacion de los resultados sea sumamente
compleja.

Es necesario por lo tanto, elaborar estrategias
diagnésticas adecuadas para lograr caracterizar correc-
tamente las alteraciones del gen CYP21B en pacientes
con HSC por déficit de la enzima P450c21.

La implementacion de la estrategia elaborada permi-
tié diferenciar pacientes con MP homocigotas, pacien-
tes con MP en un alelo y deleciones o conversiones en
el otro, o pacientes MP en un alelo y las MP Ex3 o Clus-
ter Ex6 en el otro, aun cuando los progenitores del pa-
ciente no estuvieran disponibles para el estudio.

La realizacién del andlisis de Southern blot utilizando
las enzimas de restriccion Taq 1 y Bgl Il permitié discri-
minar deleciones o conversiones heterocigotas de
duplicaciones del gen no funcional CYP21A, asi como
deleciones de los genes CYP21A y B, de un numero de
copias normales de estos dos genes.

Algunos investigadores han utilizado la PCR alelo es-
pecifica como metodologia para la caracterizacién de
las alteraciones del gen CYP21B en pacientes con HSC
por déficit de la enzima P450c21*. Sin embargo, en nues-
tra experiencia, la bisqueda de MP solamente no fue
suficiente para determinar el genotipo completo, siendo
necesario en la mayoria de los casos profundizar el es-
tudio molecular con el analisis de Southern blot utilizan-
do las enzimas de restricciéon Taq y Bgl Il.

En un estudio previo realizado en un grupo de 38
pacientes afectados con las FC de HSC por déficit de
P450c21, el porcentaje de alelos en los que se pudo
detectar la alteracion del gen CYP21B fue del 75%°. La
presente estrategia permitid incrementar este porcen-
taje a un 85% y permiti6 ademas caracterizar un 77.5%
de los alelos en los pacientes con la FNC de esta pato-
logia.

Cuatro pacientes (3 con la FPS y 1 con la FVS) pre-
sentaron mas de una MP en el mismo alelo, lo que de-
muestra que frente al hallazgo de 2 o mas MP en el
paciente, es importante determinar si las mismas se
encuentran en el mismo alelo o en alelos diferentes.

Por otro lado, un 15% de los pacientes con la FNC
presento alteraciones severas del gen CYP21B, carac-
teristicas de las formas clasicas de esta patologia. Esto
es posible dado que la expresion clinica estaria determi-
nada por el grado de actividad enzimatica que posee la
proteina transcripta a partir del alelo menos afectado.
La busqueda de alteraciones severas en este grupo de
pacientes, seria especialmente relevante, dado que los
mismos podrian transmitir una forma clinica méas severa
a su descendencia.
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La frecuencia de deleciones o macroconversiones
génicas halladas en el grupo de pacientes con la FNC
en nuestra poblacion fue mas baja que la reportada en
poblacién norteamericana®?, sin embargo no queda cla-
ro en la informacion disponible, si el andlisis de Southern
blot fue realizado utilizando solamente la enzima de res-
triccion Tag 1 o también en presencia de la enzima Bgl
Il. Esta informacion es particularmente relevante ya que
la enzima Tal, en ausencia de hibridizacién con una
sonda para C4, no permite diferenciar las deleciones
génicas de las duplicaciones del gen no funcional
CYP21A. En nuestro grupo de pacientes con esta forma
clinica, las duplicaciones del gen CYP21A fueron alta-
mente frecuentes. Ha sido descripto, en otras poblacio-
nes analizadas, que aproximadamente 1/3-1/2 de los
pacientes con la FNC de esta patologia presentan
duplicaciones del gen CYP21A. Si bien existe una aso-
ciaciéon estadisticamente significativa entre las dupli-
caciones del gen CYP21Ay la FNC, las implicancias cli-
nicas de dichas duplicaciones no quedan claras dado
gue también han sido halladas en individuos normales®.

La precision diagndstica de las alteraciones del gen
CYP21B, se vincula a la transferencia asistencial en el
diagndstico prenatal de esta patologia, dado que esta
informacion permite implementar conductas terapéuti-
cas destinadas a evitar la virilizacién de los genitales
externos en los fetos femeninos afectados®® 4 15, Ade-
mas, posibilita precisar con mayor confiabilidad el diag-
néstico en algunos pacientes con HSC con la FNC, en
los cuales las técnicas bioquimicas clasicas no son con-
cluyentes?®.

Por estos motivos, realizar un andlisis exhaustivo del
conjunto de los resultados obtenidos en el analisis
molecular de este gen resulta indispensable para efec-
tuar una caracterizacion adecuada de las alteraciones
presentes en este locus.
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At the same time we (the scientists) must never forget what we can do best. In our searching for
ways to understand better the world around us, we are a vital, if not the vital, key for ensuring that the
various civilizations of men long prevail over the inherent chaos of the physical world about us. Thus,
we have as much to lose from false humility as from elitist arrogance. In working toward the
reconstruction of our societies, we must never forget that ideas are not only beautiful, but necessary.

Al mismo tiempo nosotros (los cientificos) no debemos nunca olvidar lo que mejor sabemos hacer.
En nuestro afan de encontrar medios para conocer mejor el mundo que nos rodea, somos una clave,
sino /a clave, para asegurar que las diversas civilizaciones humanas prevalezcan sobre el caos inhe-
rente al mundo fisico alrededor nuestro. Asi, tenemos tanto que perder con la falsa humildad como
con la arrogancia elitista. Al trabajar hacia la reconstruccion de nuestras sociedades, no debemos
nunca olvidar que las ideas son no sélo bellas, sino necesarias.

James D. Watson (1928- )

A Passion for DNA. Genes, Genomes and Society. Cold Spring Harbor NY: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2000, p 116



