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R E S U M E N

Introducción: La Hiperplasia Adrenal Congénita por déficit de 21-hidroxilasa, es una enferme-
dad genética de herencia autosómica recesiva con un amplio espectro de manifestaciones 
clínicas. Este gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 6. Las mutaciones específicas 
en el gen dan lugar a una pérdida de la actividad enzimática de la enzima 21-hidroxilasa más 
o menos severa, que según su grado se puede correlacionar con las distintas formas clínicas. 
Objetivo: Realizar el diagnóstico molecular de 5 de las mutaciones: P30L, intrón 2, del8pb, 
I172N y G318X. Métodos: La investigación se llevó a cabo de acuerdo a los principios éticos 
de la declaración de Helsinki. El ADN se extrajo a partir de muestras de sangre periférica y 
líquido amniótico de 270 casos. Posteriormente se amplificó el gen CYP21B mediante técni-
cas de PCR en 2 fragmentos que se solapan. A partir de estos se amplificaron los fragmen-
tos que contienen las mutaciones en estudio. Resultados: De las 270 muestras, 161 (60 %) 
presentaron al menos 1 de las mutaciones estudiadas. La mutación intrón 2 se identificó en 
70 de los casos. Las mutaciones P30L y del8pb se identificaron en 34 y 33 casos respecti-
vamente, la mutación G318X fue identificada en 22 casos y 8 casos con la mutación I172N. 
En 36 de los casos se identificó la presencia de más de 1 mutación, 147 casos resultaron 
heterocigóticos y 36 heterocigóticos compuestos. La mutación que resultó más frecuen-
te fue intrón 2, seguida por P30L, del 8pb, G318X y I172N respectivamente. Se realizaron 
13 diagnósticos prenatales de los cuales 2 resultaron afectados. Conclusiones: El análisis 
directo del gen implicado en la enfermedad permite un diagnóstico más preciso, una mejor 
caracterización de los enfermos y un enfoque más objetivo del tratamiento y la posibilidad 
de brindarlo en el período prenatal.
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Molecular diagnosis of Congenital Adrenal Hyperplasia due to 
21 hydroxylase deficiency in Cuban patients

A B S T R A C T

Introduction: Congenital Adrenal Hyperplasia due to 21-hydroxylase deficiency is an auto-
somal recessive genetic disease with a wide spectrum of clinical manifestations. This gene 
is located on the short arm of chromosome 6. Specific mutations in the gene give rise to a 
more or less severe loss of the enzymatic activity of the 21-hydroxylase enzyme, which, de-
pending on its degree, can be correlated with the different clinical forms. Objective: To carry 
out the molecular diagnosis of five of the mutations: P30L, Intron 2, del8bp, I172N and G318X. 
Methods: The research was carried out in accordance with the ethical principles of the De-
claration of Helsinki. DNA was extracted from peripheral blood and amniotic fluid samples of 
270 cases. Subsequently, the CYP21B gene was amplified by PCR techniques in two overla-
pping fragments. From these, they were amplified the fragments containing the mutations 
under study. Results: Of the 270 samples, 161 (60%) presented at least one of the studied 
mutations. It was identified Intron 2 mutation in 70 of the cases. They were identified the 
P30L and del8bp mutations in 34 and 33 cases respectively. They were identified the G318X 
mutation in 22 cases and the I172N mutation in 8 cases. It was identified in 36 of the cases 
the presence of more than one mutation, 147 cases were heterozygous and 36 compounds 
heterozygous. The most frequent mutation was Intron 2, followed by P30L, del8bp, G318X and 
I172N respectively. They were made 13 prenatal diagnoses, of which 2 were affected. Conclu-
sions: The direct analysis of the gene involved in the disease allows a more precise diagnosis, 
a better characterization of the patients and a more objective approach to treatment and the 
possibility of providing it in the prenatal period.

Keywords: mutations; Congenital Adrenal Hyperplasia; prenatal diagnosis; gene

INTRODUCCIÓN
La Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC) abarca un con-

junto de trastornos de herencia autosómica recesiva, cau-
sados por la deficiencia de alguna de las enzimas de la vía 
esteroidogénica suprarrenal. (1,2) La prevalencia estimada es 
de 1/14 000 y la incidencia anual varía de 1/5000 a 1/15 000 
nacidos vivos. (3) En Cuba se ha estimado a través de la de-
terminación de los niveles de 17-hidroxiprogesterona que su 
prevalencia es de 1/15 245. (4)

Más del 90 % de los casos de HAC se debe a un déficit de 
actividad 21-hidroxilasa (HAC-21OHD). (5) Este trastorno pre-
senta 3 características clínicas fundamentales: insuficiencia 
suprarrenal, pérdida de sal e hiperandrogenia. (6) Según la gra-
vedad y el momento de aparición de las manifestaciones clí-
nicas se distinguen 3 grupos principales: formas clásicas-se-
veras (déficit enzimático completo, pérdida de sal, virilización 
en el caso de las hembras e inicio en etapa fetal), formas clá-
sicas-moderadas (déficit enzimático casi completo, viriliza-

ción simple sin pérdida de sal e inicio fetal) y no clásicas-leves 
(déficit enzimático parcial, signos de hiperandrogenia e inicio 
tardío). (7) También se han reportado formas crípticas, con un 
déficit enzimático parcial y sin manifestaciones clínicas. (8)

La HAC-21OHD está causada por mutaciones en el 
gen CYP21A2, localizado en el brazo corto del cromosoma 
6 (6p21.3). Este gen codifica al citocromo P450c21, respon-
sable de la actividad 21-hidroxilasa suprarrenal. El CYP21A2 
tiene una longitud de aproximadamente 3,4 Kb y consta de 
10 exones y 9 intrones. Se encuentra cercano a un pseudo-
gen llamado CYP21A1P, con el cual presenta un alto porcen-
taje de identidad de secuencia. (9) Esto facilita la ocurrencia 
de eventos de recombinación meiótica asimétrica y micro-
conversiones génicas entre ambos loci, que originan las 
mutaciones más frecuentes en el CYP21A2 causantes de 
HAC-21OHD. (1)

Las mutaciones específicas en el gen dan lugar a 
la pérdida de la actividad enzimática de la enzima 21- 
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hidroxilasa más o menos severa, que según su grado se 
puede correlacionar con las distintas formas clínicas, todas 
están asociadas a una anomalía genética. (10)

El 75 % aproximadamente de las mutaciones en el gen 
CYP21B detectables son mutaciones puntuales. Estas pueden 
estar solas en el gen o asociadas con deleciones, duplicaciones 
o conversiones génicas del pseudogen CYP21A y el gen C4.

La mayor parte de las mutaciones puntuales localizadas 
en el gen CYP21B proceden de microconversiones que tienen 
su origen en el pseudogen que, funcionando como un reservo-
rio de mutaciones, transfiere sus bases a las homólogas del 
gen. También se ha descrito el fenómeno inverso. Estas muta-
ciones son recurrentes en su mayoría, lo cual significa que, si 
se conocen en el pseudogen, se facilita su búsqueda en el gen.

Las mutaciones del pseudogen CYP21A que, al transmitirse 
por microconversión génica al gen funcional CYP21B, ocasionan 
pérdida de funcionalidad son: Pro30Leu, intrón 2, Deleción de 8pb, 
Ile172Asn, entre otras. (11-14) Además, se han identificado mutacio-
nes en el gen CYP21B que no están presentes en el pseudogen 
CYP21A, y que por lo tanto no son aparentemente microconver-
siones génicas, sino mutaciones de tipo clásico. (15,16)

Las mutaciones que tienen como consecuencia la sínte-
sis de una proteína truncada: deleción de 8 pares de bases 
en el exón 3, aparición de un codón stop, están ligadas a una 
forma clásica con pérdida de sal. Todas estas mutaciones su-
primen completamente la actividad 21-hidroxilasa. (17)

Otras mutaciones que corresponden a sustituciones de 
aminoácidos de clase diferente R356W (arginina en triptófa-
no) e I172N (isoleucina en asparagina) dan una proteína que 
tiene una actividad enzimática muy disminuida y también son 
responsables de formas clásicas. (17)

Teniendo en cuenta la frecuencia de las mutaciones des-
critas en el mundo y el origen étnico de la población cubana 
se propuso la estandarización y detección de las mutaciones: 
G318X, intrón 2, P30L, del 8pb e I172N, las cuales nos permiti-
rán caracterizar a las familias cubanas afectadas, ampliar los 
servicios de nuestro sistema nacional de salud, establecer una 
relación genotipo-fenotipo, teniendo en cuenta que para esta 
patología existe la posibilidad de tratamiento prenatal, la rea-
lización del estudio de portadores y del diagnóstico prenatal.

El presente trabajo se propuso los siguientes objetivos: In-
troducir la detección de las mutaciones G318X, intrón 2, P30L, 
del 8pb e I172N del gen CYP21A2 en el esquema de estudio 
molecular de HAC-21OHD; estandarizar los  métodos para la 
detección de las mutaciones G318X, intrón 2, P30L, del 8pb e 
I172N del gen CYP21A2; detectar las mutaciones G318X, in-
trón 2, P30L, del 8pb e I172N en pacientes cubanos con HAC-
21OHD y realizar el diagnóstico de portadores y diagnóstico 
prenatal a las familias afectadas que lo soliciten.

MÉTODOS

Selección de las muestras

La realización del estudio se llevó a cabo de acuerdo a los 
principios éticos de la declaración de Helsinki. Se incluyeron 
270 muestras de ADN que incluían pacientes con diagnóstico 
clínico de HAC-21OHD, padres, fetos y familiares. En todos los 
casos, las muestras procedieron de pacientes cuyo consenti-
miento informado fue obtenido previamente para el proyec-
to de investigación Estudio Clínico-Molecular de Hiperplasia 
Adrenal Congénita por déficit de 21-hidroxilasa, desarrollado 
en conjunto por el CNGM, donde se realizó el presente trabajo, 
y el Instituto Nacional de Endocrinología.

Extracción de ADN

Las muestras fueron extraídas a partir de 10 mL de sangre 
periférica y 20 mL de líquido amniótico por el método de pre-
cipitación salina y cuantificadas en un equipo BioSpec-Mini(D-
NA/RNA/Protein Analyzer). (18) Se emplearon diluciones de tra-
bajo con una concentración de ADN aproximada de 100 ng/μL.

Detección de las mutaciones

De las mutaciones más comunes del gen 21-hidroxilasa, 
5 se han analizado en todos los individuos motivo del estu-
dio, empleándose diferentes estrategias para su detección.

El gen CYP21B se amplificó en 2 fragmentos solapados, 
para ello realizamos 2 PCR (F1 y F2).

PCR-F1: Amplifica desde el exón 1 hasta el exón 6, ob-
teniéndose un producto de 1339 pb. La reacción de PCR se 
realizó añadiendo: 1 μL de DNA genómico estudio [250 μg/
mL]; 18,2 μL de H2O estéril; 2,5 μL de Tampón 10x con MgCl2; 
1 μL de dNTPs (5mM); 1 μL del cebador directo (F) [10 pmol/
μL]; 1 μL del cebador reverso (R) [10 pmol/μL]; 0,3 μL de la Taq 
polimerasa. Se utilizaron los cebadores P1 y P2, este último 
específico del gen CYP21B (tabla 1). El programa de 0 a utili-
zar fue: 1 ciclo 96 °C durante 3 min, 35 ciclos de 94 °C durante 
30 seg, 60 °C durante 30 seg, 72 °C durante 2 min, finalizar a 
4 °C. El producto de PCR se comprueba en un gel de agarosa 
al 0,8 % y el producto que se obtiene es de 1338 pb. A partir de 
este producto de PCR se amplifica usando el método ACRS-
PCR para las mutaciones: P30L, intrón 2 y del 8pb, el producto 
de PCR es de 249 pb, 378 pb y 89 pb respectivamente, pos-
teriormente el producto de PCR para las mutaciones P30L e 
intrón 2 son digeridos con la enzima de restricción Hha I y el 
producto es visualizado en gel de agarosa al 3 % en un tran-
siluminador UV.

PCR-F2: Amplifica desde el exón 3 hasta el exón 10, obte-
niéndose un producto de 2220 pb. La reacción de PCR se rea-
lizó añadiendo: 1 μL de DNA genómico estudio [250 μg/mL]; 
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18,2 μL de H2O estéril; 2,5 μL de Tampón 10x con MgCl2; 1 μL 
de dNTPs (5 mM); 1 μL del cebador directo (F) [10 pmol/μL]; 
1 μL del cebador reverso (R) [10 pmol/μL]; 0,3 μL de la Taq 
polimerasa. Se utilizaron los cebadores P3, específico del gen 
CYP21B, y P4 (ver tabla 1). El programa de termociclador a 
utilizar fue: 1 ciclo 96 °C durante 3 min, 35 ciclos de 94 °C 
durante 30 seg, 61 °C durante 30 seg, 72 °C durante 4 min, 
finalizar con 1 ciclo a 4 °C. El producto de PCR se comprueba 
en un gel de agarosa al 0,8 % y el producto que se obtiene es 
de 2220 pb. A partir de este producto de PCR se amplifica 
usando el método ACRS-PCR para la mutación I172N, gene-
rando un producto de PCR de 416 pb que es digerido con la 
enzima de restricción Taq I, además se detecta la mutación 
G318X por el método PCR-RFLP generando un fragmento de 
136 pb que es digerido con la enzima Pst I y el producto es 
visualizado en gel de agarosa al 3 % en un transiluminador UV. 
Una vez comprobada la amplificación de las muestras en las 
PCR F1 y F2 se realiza dilución 1:100 para los productos de la 
F1 y 1:120 para los productos de la F2.

Se presentan las secuencias de los primers utilizados 
para la detección de las 5 mutaciones (ver tabla 1). A partir de 
la dilución 1:100 de los productos de la F1, mediante posterio-
res reamplificaciones por PCR y digestiones de los productos 
de estas con enzimas de restricción específicas, se detecta-
rán las mutaciones P30L; intrón 2 y exón 3 (deleción 8-pb).

Para ello, de cada tubo de dilución 1:100 se realizan 3 PCR 
independientes cada una de las cuales permitirá detectar una 
mutación (P30L; intrón 2 y exón 3). Todas se realizan con las 
mismas cantidades de reacción de PCR mencionadas en F1, 
pero con cebadores distintos según la mutación (cebadores P5 

y P6 para la mutación P30L; P7 y P8 para la mutación intrón 2 
y cebadores P9 y P10 para la mutación exón 3) (ver tabla 1).

El programa de termociclador utilizado para las 3 PCR 
es el mismo: 1 ciclo 96 °C durante 3 min, 35 ciclos de 94°C 
durante 30 seg, 60 °C durante 30 seg, 72 °C durante 1 min, 
1 ciclo 72  °C durante 5 min, finalizar con un ciclo a 4 °C. A 
partir de la dilución 1:120 de los productos de la F2, mediante 
posteriores reamplificaciones por PCR y digestiones de los 
productos de estas con enzimas de restricción específicas, 
se detectarán las mutaciones I172N y G318X.

Para ello, de cada tubo de dilución 1:120 se realizan 2 PCR 
independientes cada una de las cuales permitirá detectar una 
de las anteriormente citadas mutaciones. Todas se realizan 
con las mismas cantidades de reacción de PCR mencionadas 
en F2, pero con cebadores distintos según la mutación (ce-
badores P11 y P2 para la mutación I172N; P12 y P13 para la 
mutación G318X (ver tabla 1).

Los 2 PCR se realizaron con el mismo programa de ter-
mociclador: 1 ciclo 96 °C durante 3 min, 35 ciclos de 94 °C 
durante 30 seg, 60 °C durante 30 seg, 72 °C durante 1 min, 
1 ciclo 72 °C durante 5 min, finalizar con un ciclo a 4 °C. Con 
el producto obtenido de las 5 anteriores PCR, se realizó una 
electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % para comprobar la 
amplificación. Debe observarse la banda correspondiente a la 
fracción de DNA amplificado correspondiendo con el tamaño 
en pb esperado.

Digestión de los productos de PCR

Para detectar la presencia o ausencia de las mutaciones es 
necesario proceder a la digestión del producto de PCR con una en-
zima de restricción específica, excepto en la mutación exón 3 (de-
leción 8-pb) que no requiere de dicho procedimiento (tabla 2).

Mutación P30L

Se realiza digestión con la enzima de restricción HhaI del 
producto de PCR obtenido al amplificar con los cebadores es-
pecíficos para esta mutación P5, con una modificación que 
da lugar a una diana de restricción para esta enzima cuando 
la mutación no está presente, y P6.

Se realiza en tubo eppendorf de 1,5 mL: 5 μL del producto 
PCR, 3 μL H2O estéril, 1 μL del tampón para la enzima HhaI y 
1 μL de Enzima HhaI.

Incubar en baño maría a 37 °C durante un mínimo de 
3 h, pudiéndose prolongar durante toda la noche. Finalizada 
la digestión, realizar 1 electroforesis en gel de agarosa al 
3 %. Aplicar 250 volt por 45 min. Teñir el gel con bromuro de 
etidio.Interpretación de resultados: banda correspondiente 
al alelo normal de 228pb, banda correspondiente al alelo 
mutado de 249pb.

Tabla 1. Primers utilizados para la detección de las mutaciones: 
P30L, Intron 2, G318X, del8pb e I172N

Mutación Primers Secuencia

PCR-F1 P1 TGGAACTGGTGGAAGCTCCGG 

PCR-F1 P2 GCATCTCCACGATGTGA

PCR-F2 P3 TTGTCCTTGGGAGACTACTCC 

PCR-F2 P4 ACCTCTCGCACCCCAGTATGACT

P30 P5 GCTCCGGAGCCTCCACCTCG

P30 P6 TTGGAGTTCAGCACCAC 

Intron 2 P7 GTGGTGCTGAACTCCAA 

Intron 2 P8 ACACCAGCTTGTCTGCAGGAGGCG

Del 8pb P9 AGCCCCCAACTCCTCCTGCA 

Del 8pb P10 TGTGGGCTTTCCAGAGC

I172N P11 TCTCTCTCCTCACCTGCAGCATCG

G318X P12 ACCGGCCACTCAGGCTCACTGGG

G318X P13 GCCCAGTTCGTGGTCTAGC 
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Mutación intrón 2

Se realiza digestión con la enzima de restricción HhaI 
del producto de PCR obtenido al amplificar con los ceba-
dores específicos para esta mutación P7 y P8, este último 
modificado, dando lugar a 1 diana de restricción para la en-
zima sólo cuando el nucleótido G (mutado) esté presente. 
Se realiza en tubo eppendorf de 1,5 mL: 2 μL del producto 
PCR, 6 μL H2O estéril, 1 μL del tampón para la enzima HhaI, 
1 μL de Enzima HhaI. Incubar en baño maría a 37 °C durante 
un mínimo de 3 h, pudiéndose prolongar durante toda la no-
che. Finalizada la digestión, realizar 1 electroforesis en gel 
de agarosa al 3 %. Aplicar 250 volt por 45 min. Teñir el gel 
con bromuro de etidio.

Interpretación de los resultados: banda correspondiente al alelo 
normal de 378pb, banda correspondiente al alelo mutado de 354pb.

Mutación G318X

Se realiza digestión con la enzima de restricción PstI del 
producto de PCR obtenido al amplificar con los cebadores es-
pecíficos para esta mutación P12 y P13, ninguno de ellos mo-
dificado. Cuando esta mutación está presente, hay una pérdi-
da de la diana de restricción para la enzima. Se realiza en tubo 
eppendorf de 1.5 mL: 5 μL del producto PCR, 3 μL H2O estéril, 
1 μL del tampón para la enzima PstI, 1 μL de Enzima PstI.

Incubar en baño maría a 37 °C durante un mínimo de 3 h, pudién-
dose prolongar durante toda la noche. Finalizada la digestión, realizar 
1 electroforesis en gel de agarosa al 3 %. Aplicar 250 volt por 45 min. 
Teñir el gel con bromuro de etidio

Interpretación de los resultados: banda correspondiente al alelo 
normal de 111 pb, banda correspondiente al alelo mutado de 136 pb.

Mutación I172N

Se realiza digestión con la enzima de restricción Taq I 
del producto de PCR obtenido al amplificar con los cebado-
res específicos para esta mutación P11, se modifica creando 
una diana de restricción para la enzima cuando la mutación 
está presente, y P2. Se realiza en tubo eppendorf de 1,5 mL: 

5 μL del producto PCR, 3 μL H2O estéril, 1 μL del tampón para 
la enzima Taq I, 1 μL de enzima Taq I.Incubar en baño maría 
a 65 °C durante toda la noche. Finalizada la digestión, reali-
zar 1 electroforesis en gel de agarosa al 3 %. Aplicar 250 volt 
45 min. Teñir el gel con bromuro de etidio.

Interpretación de resultados: banda correspondiente al alelo 
normal de 416pb, banda correspondiente al alelo mutado de 394pb.

Mutación exón 3 (deleción 8-pb)

Directamente con el producto de PCR obtenido al ampli-
ficar con los cebadores específicos para esta mutación P9 y 
P10 (ver tabla 1), realizar una electroforesis en gel de agarosa al 
3 %. Aplicar 250 volt por 1 h. Teñir el gel con bromuro de etidio.

Interpretación de resultados: banda correspondiente al alelo 
normal de 89pb, banda correspondiente al alelo mutado de 81pb.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
De las 270 muestras analizadas, 57 de ellas correspondie-

ron a padres y hermanas de los afectados y 13 a diagnósticos 
prenatales. La mutación P30 L, fue detectada en 37 cromo-
somas, de ellos 3 casos homocigóticos y 31 heterocigóticos. 
Con la presencia de la mutación intrón 2, aparece un sitio 
de restricción, fueron detectados 18 casos homocigóticos y 
52 casos heterocigóticos para un total de 88 cromosomas 
con dicha mutación.

La mutación G318X, la cual provoca un codón de parada 
en el exón 8, provoca que desaparezca el sitio de restricción, 
estuvo presente en 2 casos en homocigosis y 29 heteroci-
góticos, para un total de 33 cromosomas positivos para di-
cha mutación. Fueron detectados 3 casos homocigóticos y 
30 casos heterocigóticos, para un total de 36 cromosomas 
positivos para la mutación deleción de 8 pares de bases (del 
8pb), que provoca la síntesis de 1 proteína truncada.

La mutación I172N, en la cual para su detección se crea 
una diana de restricción para la enzima cuando la mutación 
está presente, fueron identificados 3 casos homocigóticos y 
5 heterocigóticos para un total de 11 cromosomas afectados.

Tabla 2. Características del análisis mutacional en el gen CYP21B

Mutación Cebadores Producto de PCR (pb) Enzima de restricción Tamaño de los fragmentos(pb)
Normal              Mutado

P30L P5    P6 249 Hha I 21,228 249

Intrón 2 P7      P8 378 Hha I 378 354,24

del 8pb P9    P10 89 - 89 81

I172N P11    P2 416 Taq I 416 394,22

G318X P12    P13 136 Pst I 111,25 136
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En la tabla 3 se presenta la distribución genotípica de las 
mutaciones G318X, intrón 2, P30L, del 8 pb e I172N en las 
muestras analizadas. De las mutaciones analizadas, la más 
frecuente en la muestra estudiada resulto ser intrón 2, segui-
da por P30L, del 8pb, G318X y I172N respectivamente.

Además, se detectaron 36 casos heterocigóticos com-
puestos (tabla 4), resultando la combinación más frecuente-
mente encontrada P30L-del 8 pb-intrón 2.

Se realizaron 13 diagnósticos prenatales a familias que lo 
solicitaron, las cuales tenían antecedentes con algún hijo previo 
afectado o por sospecha de algún signo clínico en el ultrasonido, 
de los cuales 2 resultaron afectados para dicha enfermedad.

Por primera vez se han podido caracterizar molecular-
mente pacientes afectados con Hiperplasia Adrenal Congé-
nita por déficit de 21 hidroxilasa. Los avances en el desarrollo 
de la Biología Molecular han ayudado a una mejor compren-
sión de esta compleja enfermedad de origen genético. La evi-
dente existencia en la actualidad de una elevada mortalidad 
de varones recién nacidos con pérdida salina no diagnosti-
cados, o diagnosticados tardíamente; un pseudohermafro-
ditismo 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 ca-
racteres sexuales secundarios en varones y mayor virilización 
en niñas, son motivos suficientemente importantes para con-
tinuar hoy en día profundizando en la caracterización de esta 
patología, para facilitar no solo su diagnóstico, sino también 
su tratamiento precoz.

La estrategia utilizada en este estudio para el análisis di-
recto del gen 21-hidroxilasa ofrece resultados satisfactorios. 
Con ella se ha detectado la mutación causal en el 45 % de los 
cromosomas afectados, resultando un comienzo adecuado 
para el diagnóstico molecular de dicha enfermedad, la cual 
molecularmente resulta bien compleja.

Más de 200 mutaciones han sido descritas. La gran ma-
yoría de las mutaciones que causan deficiencia de la enzima 
21-hidroxilasa descritas hasta el momento son el resultado 
de 2 tipos de mecanismos: recombinación asimétrica entre 

Tabla 3. Distribución genotípica de las mutaciones G318X, intrón 2, P30L, del 8pb e I172N en las muestras analizadas

Mutaciones Homocigóticos Heterocigóticos Total de casos

G318X 2 29 31

intrón 2 18 52 70

P30L 3 31 34

del 8pb 3 30 33

I172N 3 5 8

los genes CYP21B y CYP21A en la meiosis, debido a la gran 
homología entre los fragmentos duplicados C4A-21A-XA y 
C4B-21B-XB, de 35 Kb de longitud, que explica el apareamien-
to incorrecto que tiene lugar entre ellos originando duplicacio-
nes, grandes conversiones génicas y deleciones (19,20) del gen 
CYP21B y pseudogen CYP21A; y por otro lado microconversio-
nes génicas (21,22) que introducen en el gen CYP21B mutaciones 
puntuales, por transferencia de las mutaciones deletéreas del 
pseudogen CYP21A, que convierten al gen CYP21B en no fun-
cional. Las mutaciones específicas en el gen dan lugar a una 
pérdida de la actividad enzimática de la enzima 21- hidroxilasa 
más o menos severa, que según su grado se puede correla-
cionar con las distintas formas clínicas. (23,24) Todas las formas 
clínicas están asociadas a una anomalía genética.

La mutación más frecuente encontrada en este estudio 
fue la mutación intrón 2, la cual coincide con lo reportado en 
otros países, (25,26) dicha mutación crea un sitio alternativo de 
procesamiento de ARN y está asociado a la forma severa de 
la enfermedad, como pudo demostrarse por Espinosa y cola-
boradores en un estudio reciente donde correlacionó las ca-
racterísticas clínicas y el genotipo de los pacientes, los cuales 
se incluyen en este estudio. (27)

Las mutaciones P30L, del 8pb y G318X, presentaron fre-
cuencias similares. La P30L descrita en las formas no clási-
cas de la enfermedad y la del 8pb y G318X asociadas a la 
forma severa, aunque se reporta por un estudio previo que al 
realizar la correlación del genotipo fenotipo en un grupo de 
55 pacientes incluidos en este estudio, no siempre se com-
portó de esta forma, aunque en la mayoría de los casos se 
pudo correlacionar el fenotipo y genotipo.

La mutación I172N fue la menos frecuente en la 
población estudiada, su frecuencia es de alrededor de 
un 3 %, inferior a lo descrito en otras poblaciones, pero 
si se comportan en aproximadamente el mismo orden 
que en otras poblaciones, según la frecuencia descrita 
en cada una de ellas. (28)

En general las 5 mutaciones se encuentran con menor 
frecuencia que en otras poblaciones estudiadas, donde son 
responsables de más del 60 % de los cromosomas afec-
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tados por dicha enfermedad, esto pudiera tener diferentes 
razones y entre ellas pudiera estar un diagnóstico clínico 
no certero de la enfermedad, ya que en un primer grupo de 
pacientes estudiados fueron detectadas estas mutaciones 
en más del 70 % de los cromosomas analizados, también 
puede estar relacionada con la mezcla racial que existe en 
nuestra población.

Según los resultados de esta investigación se realizara 
la incorporación de nuevas tecnologías para la detección de 
grandes reorganizaciones y la detección de otras mutaciones 
frecuentes en otras poblaciones.

Conclusiones

Por primera vez en Cuba se pudo caracterizar molecu-
larmente a pacientes con Hiperplasia Adrenal Congénita por 
deficiencia de 21 hidroxilasa. El análisis directo del gen im-
plicado en la enfermedad permite un diagnóstico más preci-
so una mejor caracterización de los enfermos y un enfoque 
más objetivo del tratamiento y la posibilidad de brindarlo en 
el período prenatal, así como un asesoramiento genético más 
personalizado. Se recomienda realizar la detección de otras 
mutaciones frecuente en otras poblaciones como la española 
e introducir la técnica de MPLA para la determinación de gran-
des reorganizaciones.
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