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RESUMO

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) é uma doequgapreenche os critérios para
sua inclusdo em programas de triagem neonatal (Rd¥)ser relativamente frequente na
populacao, potencialmente fatal e que pode setatnr simples dosagem hormonal. A
principal dificuldade encontrada pelos PTN para HAG alto nUmero de falsos positipos
detectados em decorréncia principalmente da bagacdicidade do método e da hiper-
17-hidroxiprogesteronemia transitria encontradaesém nascidos prematuros.

O objetivo deste estudo foi avaliar o papel daisaaholecular do gen€YP21
como exame de segunda etapa na triagem neonadtpar.

A analise molecular d€YP21ja é utilizado como exame auxiliar nos PTN de
diversos paises. Sua principal utilizacdo é naing&b precoce das formas graves
perdedoras de sal, que necessitam de intervengi®teica imediata, das demais formas
da doenca (virilizante simples ou nao classicaanélise molecular também mostra-se util
na definicdo de casos duvidosos. Em relacdo ammeatto da HAC, a genotipagem pode
ser vantajosa tanto em evitar o atraso do inicicegasicdo hormonal em meninos com a
forma virilizante simples, como em evitar a ind@acde corticoide em pacientes
saudaveis. A precocidade da definicdo diagnossicdoém € benéfica para as familias de
recém nascidos falso positivos, pois reduz o teopcestresse e ansiedade a que sdo
submetidos.

Como exame de segunda etapa na triagem neonadaHp&, a analise molecular
€ um exame definitivo e de fundamental importatendo na definicdo de casos duvidosos
guanto na exclusdo de recém nascidos que nao possdeenca. Estudos demonstraram

um vantajoso custo-beneficio em sua inclusdo nds fara HAC.

Palavras-chave:  Triagem neonatal. Hiperplasia  atlrencongénita. 17-
hidroxiprogesteronemia.



ABSTRACT

Molecular analysis of CYP21 in neonatal screening programs.

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is suitablerfewborn screening, as it is a
common and potentially fatal disease which candsélyescreened by a simple hormonal
measurement. The main difficulty found by Neon&eleening Programs (NSP) for CAH
is the high incidence of false-positive results doea low specificity of the test and a
transitory hyper-17-hydroxyprogesteronemia usualiynd in preterm newborns

The objective of this study was to evaluate the mil molecular analysis of the
CYP21gene as a second tier test in neonatal screeoir@XH.

Molecular analysis o€YP21lis already used as an adjunct test in many NSkhdro
the world. It is mainly used for the distinction sé#vere salt wasting forms from the other
forms of the disease (simple virilizing or non-gli@$. Molecular analysis was also shown
to be useful in diagnosing indefinite cases. Whercames to treatment of CAH,
genotyping is able to avoid the delay of hormoregosition in boys with the simple
virilising form and also can avoid an inadequakatiment for healthy patients. Early
diagnosis also benefits the families of healthgdgbositive newborns, reducing the time
of stress and anxiety to which they are submitted.

As a second tier exam in neonatal screening for Chddlecular analysis is a
definitive exam with great importance not only iardying indefinite cases, but also in
excluding healthy newborns who were considered. sitkdies have shown a good cost-

benefit in adopting this exam in NSP for CAH.

Key words: Neonatal screening. Congenital adrenalypetplasia. 17-

hydroxyprogesteronemia.
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1 INTRODUCAO

A Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC) consiste em grupo de doencas de
heranca autossOmica recessiva, consequéncia daédef@ de uma das cinco enzimas
responsaveis pela sintese do cortisol

A forma mais comum de HAC ocorre pela deficiéncaehzima 21-hidroxilase
(21-OH), um citocromo P450, responsavel pela ca@ieeda 17-hidroxiprogesterona (17-
OHP) em 11-deoxicortisol e da progesterona em dedigosterona, precursores do
cortisol e da aldosterona, respectivamente.

Dependendo do grau de inatividade da enzima 21-&dire um bloqueio da
sintese de cortisol, levando a um aumento da péwdde ACTH pela glandula hipéfise.
Esse estimulo do ACTH leva a uma hiperplasia dasdgilas adrenais e a formacgéo de
mais precursores do cortisol e aldosterona queiddeso bloqueio enziméatico, serédo
desviados para a conversao de esteroides sexuais.

A HAC manifesta-se como conseqiéncia desta expopigdiongada aos esteroides
sexuais, principalmente a testosterona. Nas forplassicas, havera virilizagdo nas
criangas do sexo feminino e uma aceleragdo deigcresto e fechamento precoce de
epifises em ambos os sexos. Em 75% dos casos dedi#s€ica ha uma deficiéncia
concomitante de aldosterona que pode manifestemraaima desidratacao grave.

Nas formas ndo classicas, 0s sinais de hiperamisrge manifestam-se mais
tardiamente e de forma variada, podendo ser ingassintomaticas

A deficiéncia da 21-OH tem uma incidéncia que vdeal:10.000 a 1:20.000 em
diferentes populacbes. Em diversos paises, indusm alguns estados brasileiros foi
incluida em programas de triagem neonatal (BTN)

A triagem neonatal para HAC j4 demonstrou ser \&fetha reducdo da
morbimortalidade de suas formas mais graves. Nanamtdevido a baixa especificidade
dos métodos de deteccdo da HAC utilizados atuaénentnimero de falsos positivos

triados é grande, o que onera os PTN
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2 OBJETIVO

O objetivo deste artigo sera revisar o papel dédisenénolecular do gen€YP21
responséavel pela codificacdo da 21-OH, na triageomatal para HAC.



13

3 O GENECYP21

O geneCYP21 é responsavel pela codificacdo da enzima 21-OHmeseres
humanos esta localizado no complexo de histocobifiddéide HLA do brago curto do
cromossomo 6. Neste mesmo local também se encontrgpseudogene inativo, o
CYP21R que contem 98% de concordancia na sequénciaalisotideos com €YP21

A maioria das mutacdes causadoras de deficiénci21d®H descritas até o
momento € resultado de dois tipos de recombinagtie eCYP21le CYP21P Setenta e
cinco por cento delas ocorrem pela a transferéeiaequéncias deletérias GYP21P
para oCYP21ldurante a mitose, processo chamado de conversétag®inte por cento
resulta da delecdo de um segmento génico de 3@kbnglui parte deCYP21ldurante o
processo de meiose.

Até o momento mais de 100 mutacdes causadoras de fédfam descritas.
Entretanto, nove mutacdes aparecem com maior frequ@&m diversas populacdes (12
splice 1172N, V281L, R356W, Q318X, P30L, Del 8bp, Clusexon 6, insT) . As
mutacbes do gen€YP21podem ser agrupadas de acordo com sua correlagdcas
diferentes formas clinicas da HAC. (FIG. 1) Estaedacdo fendtipo-genotipo decorre do

diferente grau de deficiéncia enzimatica que cadt@agdo pode causar.

1 2 3 45 6 7 g 9 10
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Mao classica  P30L ‘ V281L
Virllizante simples 172N
asol
1236N | R356W
Perdedora de sal V23TE
M239K

 G110A8nt F306+1nt Q318X
FIGURA 1 — Localizagcédo no gerigYP2ldas nove mutacfes de ponto mais freqientes na

deficiéncia da 21-hidroxilase.

Mutacbes que levam a inatividade enzimatica taalltam na manifestacdo da
forma perdedora de sal. Ja& mutacdes que permitearpumducao enzimatica de 21-OH de
até 2% manifestam a forma virilizante simples. Arfa ndo classica da HAC decorre de
mutacdes que levam a uma atividade enzimética e tie 40 a 60%.
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Apesar da boa correlacdo do genoétipo com o fen@i@malise molecular para
predicdo da forma clinica da HAC deve ser utilizadaen cautela. Isso pelo fato de a
maioria dos portadores de HAC serem heterozigatogpostos com diferentes mutacdes
em seus alelos. Uma estratégia que demonstrowcieficdlativa € levar em conta que,
como a HAC é uma doenca de heranca recessiva,otifermanifestado pelo paciente

sera reflexo do alelo que possui a mutacéo mags.lev
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4 TRIAGEM NEONATAL PARA HIPERPLASIA ADRENAL
CONGENITA

Em 1968 Wilson e Jungner publicaram em seu affgmciples of Early Disease
Detection” um conjunto de critérios que até os dias de h®je, mais utilizado para a
inclusdo de doencas em programas de tridg€AB. 1). O primeiro PTN foi instituido em
1963 para a deteccdo precoce da fenilcetonuri@sgledentdo, diversas outras condi¢des

foram incluidas nesse tipo de programa.

TABELA 1

Critérios classicos de Wilson e Jungner para tnage

* A condicédo investigada deve ser um importante problde saude.

» Deverd existir um tratamento aceitdvel para os epé&s com a doenca
diagnosticada.

* Meios para o diagnéstico e tratamento devem eipouiveis.

» A doenca devera te um periodo latente ou um estieggintomas iniciais.

* Deveré existir um teste ou exame adequado.

* O teste devera ser aceito pela populacéo.

* A historia natural da doenca, incluindo o desenwudnto do estado latente para a
doenca manifesta, devera ser bem compreendida.

* Devera haver um consenso sobre quais pacientesidesay tratados.

e O custo da busca do caso (incluindo diagnésticoratarhento daqueles
diagnosticados) devera ser economicamente balamesadelacdo ao gasto com a
doenga com um todo.

* A busca do caso devera ser um processo continé@o em projeto pontual.

A HAC é uma doenca com incidéncia semelhante dcktonuria e elevada
morbimortalidade se néo for detectada a tempo.nCagm com as formas classicas
perdedoras de sal, principalmente meninos e mealt@sente virilizadas, estao sujeitas a
serem diagnosticadas apenas sob a vigéncia denseadrenal, quadro grave de choque
hipovolémico com alto indice de mortalidade. Meginauito virilizadas também correm o
risco de serem equivocadamente registradas comxo s®sculino trazendo sérios

prejuizos sociais e psicoldgicos futuros.



16

O diagnéstico neonatal da HAC evita o registro wogado de meninas e permite a
reposicdo hormonal precoce nesses pacientes reduaimndice de mortalidade da crise
adrendi”.

Desde 1977, quando Pang e colaboradores, deseraralven método de deteccao
da 17-OHP por meio de sangue coletado em papml, fdt HAC vem sendo incluida em
PTNs em diversos paisés>No Brasil é realizada por meio dos Programas Hsiadle

Triagem Neonatal apenas nos estados de Goias @ Gaiatrina™>
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5 FALSOS POSITIVOS

A principal dificuldade encontrada nos PTN para HAG grande nimero de falsos
positivos detectados. A média de reconvocacBespomgamas varia entre 1 a 3%
devido a diversos fatores.

Primeiramente, os valores de pontos de corte n&@erposer universalmente
estabelecidos devido a maneira diversa com que & K& manifesta em diferentes
populacdes. Outro fator é a auséncia de padromizdgdmetodologia da triagem, o que
leva os programas a usarem: diferentes ensaiaspiu@s e reagentes; papel filtro de
espessura e densidade variaveis e diferentesdatasetd’.

Reacdes cruzadas com monossulfatos esteréidedas ghiicorionicos também séo
responsaveis por niveis irreais de 17-OHP nos iensaios’.

Condigbes clinicas dos recém nascidos afetam asmisnde 17-OHP. Doencas
graves e desidratacdo podem levar a uma 17-hidogepteronemia transitoria devido ao
estimulo da producédo de ACTH secundario ao estresse

Uma populacdo em particular que costuma apreseivis mais altos de 17-OHP
€ a dos recém nascidos pré-termos e baixo peso §eepascer <2500g). Em um estudo
suecd’, dentre as criancas falso-positivas triadas p#@&,H3% eram prematuras, apesar
de o numero de prematuros compor apenas 6% dodetedécém nascidos. Este fato é
atribuido a imaturidade adrenal dos prematuros ®téacoes de estresse que geralmente
enfrentam ao nascer.

A fim de se obter uma sensibilidade adequada, ad para HAC em geral
estabelecem um ponto de corte que considera cerd&odde todos os testes realizados
como positivos. Como a HAC é uma doenca rara, dermndo-se uma incidéncia de
1:10.000, apenas uma em cada 100 criancas triadéivas, realmente tera a doehca

Tal fato onera os PTN devido a necessidade de wguinsento clinico destes
pacientes falso-positivos, até que o valor de 1 P@E normalize. Esses custos poderiam
ser reduzidos com uma melhora da especificidadeé&todo de triagem.

Diversas estratégias ja foram propostas. Muitogrproas adotaram o ponto de
corte da 17-OHP ajustado para idade gestacionase ao nascEf*'® conseguindo-se
reduzir o numero de reconvocacdes e aumentar ¢ padalitivo positivo do teste sem

reduzir sua sensibilidade. A técnica de extracdun éter também se mostrou eficaz em



18

reduzir a reacdo cruzada com outros metabdlitdé entanto, apesar destes esforcos, a
taxa de reconvocacdo nos programas de triagem taépasa HAC continua afth

A utilizacdo de testes mais especificos em umanskgetapa da triagem é uma
proposta que vem sendo discutida nos ultimos ao®$mN. Por ser um exame definitivo
na deteccdo da deficiéncia de 21-OH, a realizag&médlise molecular do ge@&'P21nas
criancas com exames de 170HP positivos € umaéggiigiroposta por alguns autores no

auxilio diagnéstico dos PTN para HAG
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6 A ANALISE MOLECULAR DO GENE CYP21

A genotipagem de criancas triadas vem sendo utdizaomo complemento
diagnéstico nos PTN de alguns pais&&®(TAB.2). O objetivo desse exame seria tanto
definir previamente o grau de gravidade da HAC tuaiscriminar os pacientes falso-

positivos daqueles verdadeiramente doentes.

TABELA 2
Estudos que realizaram a analise molecula&dP2l1lem criancgas triadas por programas

de triagem neonatal para HAC

Estudo N HAC Heterozigose = Sem mutagdes
Witchel et al, 1996“ 15 12 - 3
Tajimaet al, 1997° 4 1 3 -
Fitnesset al, 199%* 21 10 - 11
Nordestronet al, 1999° 114 91 - 13
Yanget al, 200F° 30 30 - -
Koselet al, 2005° 159 59 - 100
Cavarzeret al 2009’ 23 8 - 15
Silveiraet al, 2009 42 28 5 9
Pezzutiet al, 2016 59 8 17 34
Fernandest al 2017° 66 31 1 34

N= nimero de criancas testadas HAC= hiperplagienatlcongénita

A definicdo do diagnostico de HAC pode ser muitmptexa, principalmente se a
crianca ndo manifestar os sinais clinicos da doentaim primeiro momento. Meninos
com a forma virilizante simples podem ser assint@mo& no periodo neonatal ou
apresentarem uma genitomegalia que passa despkraebiexame fisico. Em meninos
outro desafio diagndstico é diferenciar os portaslala forma virilizante simples daqueles
com a forma néo classica. O uso da correlacao iperi@notipo de acordo com a mutacéo
encontrada na analise molecular € uma ferramenggaghele auxilio na elucidagédo destes

casos.
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O atraso do inicio do tratamento em criangas porgadde HAC, que pode trazer
maleficios irreversiveis ao paciente, € um fat@ poderia ser evitado com a genotipagem
precoce. Em um estudo de criancas triadas pelod®Téstado de Goias e que estavam em
acompanhamento clinico devido a niveis elevado$7d®HP, Silveira e colaboradores,
diagnosticaram trés meninos com HAC na forma ddéssirilizante simples que nao
estavam sendo tratadds

Outro ponto que merece atencdo em relacédo ao atar@ a indicacdo do uso de
glicocorticoéide em criancas saudaveis que poderecaros casos duvidosos. Em um
estudo americarid a anélise molecular d8YP21descartou a necessidade de reposicéo
hormonal em trés criancas que apresentavam niveigdes de 170HP. Em outro
exemplo um estudo em Goias identificou uma cridretarozigota que estava em uso de
glicocorticéide havia um ano. O fator de confusdeste caso foi uma aparente
clitoromegalia apresentada pela crianca e que nmmstente foi atribuida a
prematuridade.

A analise molecular ndo € a unica ferramenta disgbpara a elucidacao de casos
indefinidos. O teste de estimulo com ACTH em muitasos pode ser util para a
diferenciac@o das formas classicas e ndo clas&oaztanto, apesar da padronizacdo dos
valores de 170HP sessenta minutos apds a infusd@simg de ACTH sintétiéd alguns
valores se interpdem podendo gerar duvidas em slgasos. Tajima e colaboradores
publicaram os casos de quatro criancas que havéinirgadas pelo PTN do Japéo. Todas
haviam sido submetidas ao teste de estimulo comHA€ ®btiveram valores compativeis
com a forma nédo classica. No entanto apés o eshadecular a HAC foi descartada e os
altos niveis de 170OHP foram atribuidos & heterceigtestas criancas

A utilizacdo da espectometria de massa em tandewciagda a cromatografia
liguida (CL-EMEM) é outro exame de maior acuracige (yem sendo avaliada como
auxilio diagnéstico nos PTN para HAC e tem apresintesultados promissores, mas que
ainda necessitam ser reproduzidos em outros eStudos

A adocédo da genotipagem em larga escala aindauétassontroverso. Apesar de
ser um exame de custo elevado alguns autores @ondpre esse gasto ndo superaria as
despesas que os PTN tém com o acompanhamentmamicasos ndo elucidadbshlém
disso, a realizacdo do estudo molecular poderiazied nuimero de reconvocagdes e
eliminar repeticdo dos testes hormonais em quaked8® casds .

Fitness e colaboradores estudaram a aplicabilidadgnotipagem em larga escala

utilizando amostras colhidas em papel filtro. T@todo mostrou-se eficaz em detectar as



21

nove mutacdes mais comuns@gP21na Nova Zelandia em um tempo médio de 14 horas
24.

No entanto, outro argumento contrario a genotipagemniarga escala seria que o
objetivo da triagem neonatal na HAC deveria sateatificacdo dos quadros graves com
risco imediato aos recém nascidos como as formedegeras de sal ou as formas
virilizantes simples em menindsAo se cumprir essa missdo, o diagnéstico dasa®rm
leves e a elucidacéo dos casos falsos positivodedariam ser uma atribuicdo dos PTN.

Citando-se novamente Wilson e Jungner, os aut@&siparam o seguinte: “A idéia
central da deteccdo precoce e tratamento de umaaae essencialmente simples. No
entanto, o caminho para seu sucesso (de um ladengto para o tratamento aqueles com
a doenca ainda nao diagnosticada e por outro Edt@ando prejudicar aqueles que nao
necessitam tratamento) esta longe de ser simpéssage parecer capciosamente f4cil.”

Diante de um exame de triagem positivo, é incal@llao impacto que esta
informac&o pode causar na vida de um paciente alenseus familiares. A triagem de
pacientes com as formas néo classica, heterozigatasom 17-hidroxiprogesteronemia
transitoria gera angustia na familia destas crengao anseio pelo esclarecimento
diagndstico. A responsabilidade dos PTN para caesgsacientes portanto existe e néao
deve ser ignorada.

Diversos PTN optam pelo acompanhamento clinicoedgsacientes até a definicdo
diagndstica ou normalizacao dos valores de 17-AldPconduta, apesar de ndo ser errada,
prolonga ainda mais a ansiedade dessas familias @b onerar os PTN que devem
providenciar uma estrutura adequada composta disgiomais de saude especializados,
exames exames frequentes e espaco fisico para lbinaeato. A realizacdo da
genotipagem como segunda etapa no PTN para HA@ trdoeneficio da alta precoce das

criancas sadias reduzindo-se o tempo de espefarddms pelo diagnostico definitivo.
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8 CONCLUSOES

A dificuldade de manejo dos pacientes falsos pastidetectados na triagem
neonatal para HAC poderia ser amenizada com aag¢édp da analise molecular do gene
CYP21lcomo exame de segunda etapa. O exame pode cantr@bdistingdo precoce de
casos graves, possibilitando um tratamento adegemdi@mpo habil nestes pacientes e ao
mesmo tempo evitando-se o tratamento exacerbadesmecessario nos casos leves. Dada
a dificuldade indiscutivel da realizacéo do diagicosde HAC em alguns casos, a analise
molecular também se mostra fundamental na elucidad@ casos indefinidos. O
afastamento de doenca em pacientes saudaveis emoumento mais precoce, reduz o
tempo de seguimento clinico destas criancas redozionsideravelmente tantos os custos

monetarios para os PTN quanto o custo psicolégca as familias desses recém nascidos.
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