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“E mais facil construir criancas fortes do que reparar homens quebrados”.

Frederic Douglas.

RESUMO
A hiperplasia adrenal congénita (HAC) consiste em um grupo de doencas causadas
por deficiéncia enzimatica na biossintese do cortisol. A deficiéncia da enzima 21alfa-
hidroxilase (210H) é a mais comum. A analise das muta¢fes do gene CYP21A2 de
criangas com triagem positiva para HAC pode elucidar os casos duvidosos,
encurtando o tempo de seguimento dessas criancas e diminuindo o estresse familiar.
Diante disso, 0 objetivo do trabalho foi determinar se criangas com triagem positiva
para hiperplasia, assintométicas e com niveis persistentemente elevados de 170HP
apresentavam alteragcbes no gene CYP21A2 que justificassem os achados
laboratoriais. Trata-se de estudo tranversal, que avaliou, por meio do sequenciamento
completo do CYP21A2, o gendtipo de 36 criancas assintomaticas que estavam em
acompanhamento no ambulatorio do programa de triagem neonatal de Minas Gerais
(PTN-MG) por apresentarem, ha mais de seis meses, niveis elevados de 170HP. Os
pacientes foram agrupados conforme a presenca de mutacdes em: Forma Nao-
Classica, Heterozigotos para mutacbes conhecidas, portadores do polimorfismo
N493S isolado e negativo para qualquer mutacédo. Para possibilitar melhor analise do
éxon 10 foi criado um grupo controle constituido por 46 criangas provenientes do PTN-
MG, que tiveram triagem neonatal normal para HAC. O estudo foi aprovado pelo
COEP da UFMG. Foi possivel identificar que 17 dos 36 pacientes (47%) tinham
genotipo compativel com a forma néo classica da doenca, sendo o V281L/Q318X e o
V281L/12G, os mais frequentes. Nove pacientes (25%) eram heterozigotos e nove
(25%) apresentavam o polimorfismo N493S no éxon 10, sem associa¢cdo com outra
mutacdo. Em apenas um paciente ndo foi encontrado nenhuma mutacdo ou
polimorfismo. O polimofismo N493S estava presente em 34 dos 36 pacientes (94,4%),
sendo 80% na forma homozigota. Essa alteracdo também foi encontrada, na mesma
proporcao, nos pacientes sem elevacgao dos niveis de 170HP. A analise molecular do
gene CYP21A2 contribuiu para o diagnostico da forma néo classica da HAC de quase
metade das criangas com triagem positiva para a doenca, assintomaticas e com
aumento persistente da 170HP. Um percentual bastante elevado. Foi identificado a

presenca do polimorfismo N493S, ja associado a reducdo da atividade enzimatica da



210H, em 95% dos pacientes. Esse achado precisa ser melhor esclarecido.

Palavras-chaves: triagem nenonatal; hiperplasia suprarrenal congénita; genotipo; 17-
alfa-hidroxiprogesterona.
ABSTRACT

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) consists of a group of diseases caused by en-
zyme deficiency in cortisol biosynthesis. Deficiency of the 2lalpha-hydroxylase en-
zyme (210H) is the most common. The analysis of CYP21A2 gene mutations in chil-
dren with positive screening for CAH can elucidate doubtful cases, shortening the fol-
low-up time for these children and decreasing family stress. Therefore, the objective
of the study was to determine whether children with positive screening for hyperplasia,
asymptomatic and with persistently high levels of 170HP, had alterations in the
CYP21A2 gene that justified the laboratory findings. This is a cross-sectional study
that evaluated, through complete sequencing of CYP21A2, the genotype of 36 asymp-
tomatic children who were being followed up at the outpatient neonatal screening pro-
gram of Minas Gerais (PTN-MG) for presenting, more than six months, high levels of
170HP. Patients were grouped according to the presence of mutations in: Non-Clas-
sical Form, Heterozygotes for known mutations, carriers of the isolated N493S poly-
morphism and negative for any mutation. To enable a better analysis of exon 10, a
control group was created, consisting of 46 children from PTN-MG, who had normal
neonatal screening for CAH. The study was approved by the UFMG COEP. It was
possible to identify that 17 of the 36 patients (47%) had a genotype compatible with
the non-classical form of the disease, with V281L / Q318X and V281L / 12G being the
most frequent. Nine patients (25%) were heterozygous and nine (25%) had the N493S
polymorphism in exon 10, with no association with another mutation. No mutations or
polymorphisms were found in only one patient. The N493S polymophism was present
in 34 of the 36 patients (94.4%), 80% in the homozygous form. This change was also
found, in the same proportion, in patients without elevated levels of 17OHP. Molecular
analysis of the CYP21A2 gene contributed to the diagnosis of the non-classic form of
CAH in almost half of children with positive screening for the disease, asymptomatic
and with a persistent increase in 170HP. A very high percentage. The presence of the
N493S polymorphism, already associated with a reduction in the enzymatic activity of

210H, was identified in 95% of patients. This finding needs to be further clarified.



Keywords: newborn screening; congenital adrenal hyperplasia; genotype; 17-alpha-

hydroxyprogesterone.
LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Esteroidogénese adrenal. ...........ccocooiiiiiiiiiii s 14
FIGURA 2: Esquema de emparelhamento desigual durante a meiose entre o gene
(O o I AV < O 7 16
FIGURA 3: Valores de referéncia da 17-OHP no papel filtro do PTN- MG................ 24
FIGURA 4: Fluxograma do protocolo de tratamento e acompanhamento clinico de
criangas com HAC dO PTN-MG.......ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt 24

FIGURA 5: Fluxograma da triagem neonatal da hiperplasia adrenal congénita........ 34



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Valores de referéncia para a 170HP, androstenediona e testosterona
Y= o 1 PP 25
TABELA 2: Caracterizacdo de 36 criancas com 170HP sérica persistentemente
<21V Vo - T 37
TABELA 3: Caracterizacdo de 36 criangas conforme resultado da analise molecular

O GENE CYP2LAZ..... ittt ettt eeeeeeees 37
TABELA 4: Genotipo de 35 criancas conforme resultado da analise molecular do gene
CY P 2L A . .. 38

TABELA 5: Comparacao das medianas da 170HP, androstenediona e testosterona

séricas conforme resultado da analise molecular do gene CYP21A2. .......ccccceeeee.... 38



170HP -
210H -
210HD -
ACTH -
DHT -
DNA-
HAC -
HC-

HLA-
NUPAD -
IC -
ICMA-
LC-MS/MS -
MLPA-
NCBI -
NC-HAC -
PTN-MG -
PS -

RN-
SNPs -
SPSS -
TCLE -
UFMG-
VS -

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

17 alfa hidroxiprogesterona

21 alfa hidroxilase

Deficiéncia da 21alfa hidroxilase

Horménio adrenocorticotréfico
5a-dihidrotestosterona

Acido desoxirribonucleico

Hiperplasia Adrenal Congénita

Hospital das Clinicas

l6cus do complexo de histocompatibilidade

Nucleo de Pesquisa e A¢bes em Apoio Diagndstico
Intervalo de confianca

Ensaio imunoquimiluminométrico

Cromatografia liquida - espectrometria de massa em tandem
Multiplex ligation-dependent probe amplification
National Center for biotechnology information
Hiperplasia de supra renal forma néo classica
Programa de Triagem Neonatal do Estado de Minas Gerais
Perdedora de sal

Recém-Nascido

Single nucleotide polymorphisms

Statistical Package for the Social Sciences

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Universidade Federal de Minas Gerais

Virilizante simples



SUMARIO?

1 REVISAO DA LITERATURA ....oooiiiiieeeeeeeeee ettt sttt 13
1.1 Hiperplasia adrenal CONQENITa ........cuuuuiiiiiiiiiiiieiiie e 13
1.2 HAC por defiCiéncia da 2LO0H ... ... 14
1.3 Triagem neonatal para HAC por 210HD.........ii e 16
1.3.1 Dificuldades da triagem neonatal para HAC............ccooiiiiiiiiiiiiees 17
1.3.2 Andlise molecular do gene CYP2LAZ........uuiiiiii e 18
1.3.3 PolimOrfisSmo NAO3S ...t e e e e e e e e e e arann s 20
2 0BIETIVOS ... 21
2.1 ODJELIVO GEeIAl oo 21
2.2 Objetivos €SPECITICOS ..o 21
3 PACIENTES E METODOS .....ooiieieeeeieeee ettt ettt etesae et etestssteste e ste e e 22
3.1 Desenho do eStudO € CASUISTICA . ...cuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
3.1.1 Protocolo atual da triagem para HAC do PTN-MG.........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 22
3.1.2 Avaliacao clinico-laboratorial...............cccovviiiiiiiiiiic e 26
T G I N V7= 1= o= To o = 1= 1= USSP 26
3.2 ANAIISE ESTALISTICA ..iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt 27
3.3 ASPECLOS BLICOS ...oiiiiiiiiii i e e 28
REFERENCIAS ..ottt e e sene e e 29

! Este trabalho foi revisado de acordo com as novas regras ortograficas aprovadas pelo Acordo Orto-
grafico assinado entre os paises que integram a Comunidade de Paises de Lingua Portuguesa (CPLP),
em vigor no Brasil desde 2009. E foi formatado de acordo com a ABNT NBR 14724 de 17.04.2011. As
referéncias foram normatizadas pelo estilo Vancouver.



4 RESULTADOS ...ttt e e e e e e e a e e e e e e ennnnes 32

o Y A o PP P PP PPPPPPPPPPPPPPPP 32
APENDICES ..o ettt ettt e, 46
APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido .........ccovvveeveenn... 47

APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Grupo Controle.49

ANEXOS ..ttt 51
ANEXO A — Declaragé@o de ap0oio inStituCIiONal ..........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieeeeeeee 52
ANEXO B — Parecer de aprovagao do COEP ..........ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee 53

ANEXO C — FOlha de @prOVAGAD .......eevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt eeeeeees 54



13

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Hiperplasia adrenal congénita

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) consiste em um grupo de doencas
causadas por deficiéncia enzimética na biossintese do cortisol nas glandulas adrenais
e consequente estimulo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), produzido na
hipofise, por mecanismo de retroalimentacédo em alca (feedback). Além da deficiéncia
de cortisol, esta presente aumento, ou diminuicdo, em razdo da deficiéncia enzimatica,
da producéo de mineralocorticoides e esteroides sexuais (PANG et al., 1982).

Embora cada complexo enzimético envolvido na sintese do cortisol no cortex
adrenal possa sofrer algum comprometimento e levar a hiperplasia glandular e
acumulo de precursores esteroides, em aproximadamente 95% dos casos, a
hiperplasia adrenal é causada pela deficiéncia da 21a-hidroxilase (210H) (PANG et
al., 1982). Esta forma de hiperplasia adrenal esta relacionada as alteracdes do gene
CYP21A2, que codifica a enzima 210H, com consequente deficiéncia de aldosterona
e cortisol e aumento de andrégenos.

A deficiéncia de 210H é monogénica, resulta de heranca autossémica reces-
siva e a maior parte dos pacientes é heterozigota composta. Ha um espectro bioqui-
mico e fenotipico da doenca, que varia desde formas leves, sem clinica evidente, a
formas graves. A manifestacao clinica € definida pelo alelo que resulta em maior fun-
¢cdo enziméatica. Na maior parte dos casos ha uma boa correlacdo genaotipo-fenétipo
(SPEISER et al ., 2010).

A incidéncia da HAC por deficiéncia da 210H na forma classica, no Brasil e no
estado de Minas Gerais (PEZZUTI et al.,, 2014), segue a referéncia mundial de
1:10.000 a 1:20.000 nascimentos, geralmente em torno de 1:15.000 (PANG et al.,
1982). H4 uma variacdo substancial na incidéncia de acordo com a etnia e o
background genético. A taxa de portadores heterozigotos é em torno de 1:60. A HAC
forma ndo classica €, claramente, mais comum e sua incidéncia nos caucasianos &
de 1:1.000, chegando a 1:27 nos judeus Ashkenazi (PEZZUTI et al., 2014).
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1.2 HAC por deficiénciada 210H

Como resultado da disfuncdo da 210H, ha diminuicdo na sintese de
glicocorticoides e mineralocorticoides e acumulo dos precursores esteroides
anteriores ao bloqueio, com desvio para a formacao de andrégenos potentes, como a
testosterona e a 5a-dihidrotestosterona (DHT), ja que ndo ha bloqueio na via de
producdo dos andrégenos adrenais (FIGURA 1). O principal precursor acumulado,
gue € o marcador da HAC, é a 17 a-hidroxiprogesterona (170HP). Ele é usado tanto
no diagndstico quanto na monitorizacdo do tratamento (ORDONEZ-SANCHEZ et
al.,1998).

colesterol
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CYP17 17-20-llase sulfeguinase
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FIGURA 1: Esteroidogénese adrenal.

Fonte: Hi7. http://saude.hi7.coffisiologia-endocrina-_-tipos-de-hormonios--esteroides
561f2f001a7fb.html


http://saude.hi7.co/fisiologia-endocrina-_-tipos-de-hormonios--esteroides%20561f2f001a7fb.html
http://saude.hi7.co/fisiologia-endocrina-_-tipos-de-hormonios--esteroides%20561f2f001a7fb.html
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A deficiéncia da 210H (210HD) é dicotomizada nas formas classica e nao
classica, de acordo com o grau de deficiéncia enzimatica. A forma classica é, entéo,
subdividida nas formas perdedora de sal e virilizante simples. Aproximadamente 65-
75% dos pacientes com a forma classica tém a forma perdedora de sal e 0s 25%
restantes apresentam a forma virilizante simples (BARRA et al., 2012).

A HAC na forma perdedora de sal (PS) € causada por mutacdes que inativam
completamente o CYP21A2, reduzindo tanto a sintese de cortisol quanto de
aldosterona. As meninas com este transtorno séo frequentemente diagnosticadas ao
nascimento devido a virilizagdo da genitalia externa. Ja os meninos nao apresentam
alteracdo da genitélia ao nascimento. Se o diagnostico ndo for feito precocemente
pela clinica, ou por meio de testes de triagem neonatal, a crise de perda de sal se
desenvolve geralmente apos a segunda semana de vida, resultando em hiponatremia,
hipercalemia, acidose, hipotensédo, choque e colapso cardiovascular, podendo resultar
na morte do recém-nascido nao tratado. Na forma virilizante simples (VS) os pacientes
mantém 1-2% de funcdo da enzima 210H e a producdo minima de aldosterona
previne o recém-nascido da crise de perda de sal (PANG et al., 1982).

Na forma VS, a exposicéo fetal ao excesso de androgenos também leva a viri-
lizacdo da genitalia externa nas meninas. Em contrapartida, na auséncia de triagem
neonatal, os meninos seréo diagnosticados, mais comumente, entre 3 e 7 anos, com
sinais de hiperandrogenismo como pubarca precoce, ache e crescimento peniano. Em
ambos 0s sexos, quando nao € iniciado o tratamento, ha um crescimento acelerado,
associado a um avanco desproporcional da idade 6ssea, de modo que a altura final é
comprometida (SPEISER et al., 2010).

Na forma nao classica o paciente mantém de 20% a 50% da atividade da 210H
e a grande maioria € assintomatica, ndo tendo insuficiéncia adrenal, mas podendo
apresentar deficiéncia parcial de glicocorticoide (EI-MAOUCHE et al., 2017). Pode
haver apenas uma resposta aumentada da 170OHP plasmatica ao teste com ACTH,
ou sinais de hiperandrogenismo como pubarca precoce, hirsutismo leve, acne,
irregularidade menstrual e diminuicao da fertilidade em mulheres adultas.

O gene que codifica a enzima 210H, o CYP21A2, esta localizado no braco
curto do cromossomo 6, especificamente dentro do lécus do complexo de
histocompatibilidade (HLA) classe Ill. Este gene e um pseudogene homdlogo, o
CYP21A1P, se estendem sobre uma regidao de 30kb. Eventos de recombinacao

durante a meiose sdo comuns nessa regido do genoma devido ao alto grau de
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homologia entre os genes duplicados (HAN et al., 2013; EL-MAOUCHE et al., 2017)
(FIGURA 2). A 210HD pode ser causada por delecbes, conversbes e mutacbes
pontuais no gene CYP21A2. Mais de 200 mutacdes foram descritas até o momento
(MATERN et al., 2007). Como delecdes e grandes conversdes eliminam a transcri¢cao
génica, a homozigose para essas alteracbes leva a HAC na forma mais grave,
perdedora de sal. Algumas microconversodes, tais como aquelas que determinam
parada prematura da tradugéo, também estéo associadas a forma perdedora de sal.
Formas mais leves, tais como a virilizante simples e a ndo classica, estdo associadas
as substituicdes de aminoéacidos na proteina P450c21 causadas por microconversdes

no gene.

— C4A — 2P —‘ C4B — 21
g
, . y o :
— CWA [—l2ir[—] cB8 1 21—
— C4A |—21P }— C4B ~2|l’l o -

FIGURA 2: Esquema de emparelhamento desigual durante a meiose entre o0 gene
CYP21A2 e CYP21P.

Fonte: Adaptada de Carvalho et al. (2016).

1.3 Triagem neonatal para HAC por 210HD

Os programas de triagem neonatal para 210HD comecaram em 1977, no
Alaska, quando Pang et al. (1982) desenvolveram o radioimunoensaio especifico para
analisar a 170HP em amostras de sangue secas coletadas em cartdes de papel de
filtro (PANG et al., 1982). Atualmente mais de 40 paises ja implantaram a triagem para
HAC (EL-MAOUCHE et al., 2017). Desde junho de 2013, a triagem para essa doenca
foi incluida no Programa de Triagem Neonatal do Estado de Minas Gerais (PTN-MG)
apo6s ser comprovada sua viabilidade em projeto piloto (PEZZUTI et al., 2014). Como
discutido anteriormente, o diagndstico precoce é crucial para prevenir o 6bito de lac-

tentes por insuficiéncia adrenal. Os objetivos da triagem da 210HD sao detectar
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recém-nascidos com a forma classica perdedora de sal antes de apresentarem crise
adrenal potencialmente fatal, especialmente no sexo masculino; prevenir ou
reconhecer a atribuicdo de sexo incorreta de meninas muito virilizadas e antecipar o
diagnéstico de meninos com virilizacdo simples. Embora os recém-nascidos com
formas ndo classicas de HAC sejam ocasionalmente identificados, ndo séo alvo dos
programas de triagem (PEZZUTI et al., 2014).

Em vérias revisdes recentes, os autores tentaram fazer uma andlise do custo-
beneficio da triagem neonatal para HAC. Tais estimativas geralmente assumem que
0 Unico resultado adverso do diagnéstico tardio da HAC € a morte, particularmente em
bebés do sexo masculino, e, assim, o beneficio é quantificado em “anos de vida
perdidos” (criancas salvas, por diagnostico imediato, multiplicadas por expectativa de
vida). As estimativas de custo recentes variaram de US $ 20.000 a US $ 25.000 por
ano de vida. Pressupde-se convencionalmente que a triagem para uma doengca em
particular é custo-efetiva se o gasto for menor que US $ 50.000 por ano de vida (AL
SAEDI et al., 1996) Apesar dessas evidéncias, a triagem para HAC ainda néo é
universal e seus reais beneficios ainda sdo amplamente discutidos em alguns paises.
No Brasil, é realizada como rotina no sistema publico de saude em 15 estados e tem
se mostrado muito importante para prevenir a morte e desfechos negativos das
criancas acometidas (BRASIL, 2017).

1.3.1 Dificuldades da triagem neonatal para HAC

Uma das maiores dificuldades dos programas de triagem neonatal para HAC é
0 baixo valor preditivo positivo do teste e a alta taxa de falsos positivos. Os casos
falso-positivos sdo aqueles que apresentam niveis de 170HP acima dos valores de
referéncia, porém sem critério diagnostico clinico ou laboratorial para a doenca. Isto
pode ocorrer porque durante o periodo neonatal, varias condicdes podem aumentar
os niveis de 170HP fisiologicamente tais como prematuridade, asfixia e infec¢oes
(SILVEIRA et al., 2009).

As criancas prematuras apresentam um atraso fisiolégico na maturacédo da
glandula adrenal e a atividade enzimatica da 11-Beta hidroxilase se encontra reduzida,
além de uma relativa imaturidade renal com fungcdo excretéria insuficiente. Sendo
assim, as concentracdes plasmaticas da maioria dos metabdlitos adrenais, inclusive

da 170HP se elevam. O estresse por doencas comumente presentes no periodo
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neonatal (sepse, choque) também estimula a producéo de esteroides adrenais. Essas
alteracbes sao fisioldgicas e os niveis da 170HP tendem a diminuir com o tempo em
criancas sem HAC. Como consequéncia, h4 muitos resultados falso-positivos em
prematuros e recém-nascidos doentes, na primeira amostra, assim reduzindo a
especificidade dos exames de triagem, ao mesmo tempo em que adicionam custos
monetarios e emocionais significativos. A coleta de uma segunda amostra apdos alguns
dias de vida e o ajuste nos niveis de 170HP conforme peso e/ou idade gestacional
sdo estratégias interessantes para minimizar o numero de convocados e o custo dos
programas. Porém, o valor preditivo positivo ainda se mantém menor que 1% em
vérios deles (ALLEN et al., 1997; HAYASHI et al., 2017).

Além disso, os imunoensaios utilizados para dosar a 170HP sofrem
interferéncia por reacdo cruzada de anticorpos com outros metabolitos adrenais,
principalmente a 17-hidroxipregnenolona, que esta elevada no recém-nascido. Sendo
assim, a analise da 170HP por cromatografia liquida - espectrometria de massa em
tandem (LC-MS/MS) como teste de segunda etapa, em criangas que apresentam
niveis de 170HP elevados no teste inicial, € uma boa estratégia para minimizar esses
interferentes. A LC-MS/MS € mais apurada pois consegue distinguir outros
metabdlitos adrenais que porventura foram dosados, por reacao cruzada, na primeira
amostra (MATERN et al., 2007).

Para aumentar o valor preditivo positivo da triagem neonatal para HAC e
minimizar o numero de casos falsos-positivos sem perda de sensibilidade, varios
recursos tém sido testados e utilizados, muitas vezes de forma simultanea por um
mesmo programa. Os mais estudados séo coleta da segunda amostra em papel filtro
apos alguns dias da primeira amostra; ajuste no valor de referéncia para 170HP
conforme o peso e idade gestacional ao nascimento; analise da 170HP e outros
esteroides por LC-MS/MS; e estudo molecular dos pacientes triados (ALLEN et al.,
1997; HAYASHI et al., 2017).

1.3.2 Andlise molecular do gene CYP21A2

Aideia de analise genética como um método de segunda etapa na triagem para
HAC por 210HD baseia-se no fato de cerca de 90-95% das causas de HAC poderem

ser atribuidas a homozigose ou heterozigose composta para um namero limitado e
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conhecido de mutacOes pontuais, delecdes e rearranjos causados por cruzamento
ndo homélogo entre o gene e seu pseudogene.

O gene CYP21A2 que codifica a 210H esté localizado no cromossomo 6p21.3,
juntamente com seu pseudogene inativo, CYP21A1P. Cerca de 95% de todas as
mutacOes detectadas no CYP21A2 sdo causadas por recombinacdes (conversdes
génicas, microconversdes ou cruzamentos desiguais) entre o gene e seu pseudogene
altamente homoélogo. As dez mutacfes mais frequentemente descritas na populacao
brasileira sdo: Q318X, R356W, Leu397fs(Inst), V236E IVSE-13A/C>G, 1172N P30L,
P453S, V281L, G110EfsX21(E3Delta8BP) R408c, H62L)(CARVALHO et al., 2016).
Os 5% restantes das mutacfes sao aqueles que ndo sédo causadas pela
recombinacdo (KOPACEK, 2016; TORRESANI; BIASON-LAUBER, 2007).

Varias estratégias foram desenvolvidas para analise molecular do CYP21A2,
baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) induzida por amplificacdo com
oligonucleotideos alelo-especificos para o gene CYP21A2, seguida de
sequenciamento direto com avaliagdo do numero de copias do gene CYP21A.
Recentemente, a analise de amplificacéo por sonda dependente de ligacdo Multiplex
(MLPA) para o diagnostico de 210HD tem sido cada vez mais usada como uma
ferramenta facil, simples, rapida e sensivel para detectar dele¢cdes ou duplicacdes do
gene CYP21A2. No entanto, resultados falso-positivos podem ocorrer porque as
mutacgdes ou polimorfismos muito proximos das regides de ligacdo da sonda e do local
de ligacdo podem impedir a hibridizacZo e a ligacdo da sonda. As vezes é necessario
a realizacdo conjunta de PCR especifica para a mutacdo que esta sendo analisada
(LEE;LEE;CHAO, 2010).

A analise das mutacdes do gene CYP21A2 é uma eficiente ferramenta para
predizer as manifestacfes clinicas do paciente, uma vez que a doenca possui uma
boa correlacdo genétipo-fenétipo. E capaz de confirmar o diagnostico das formas clas-
sicas de 210HD, pode predizer a gravidade da doenca com implicacfes terapéuticas
e permite a realizacdo de aconselhamento genético. Embora a anélise molecular ndo
seja a melhor escolha, atualmente, como teste de 22 linha na triagem neonatal
(SPEISER et al., 2018) € util para elucidar os casos falso-positivos, que apresentam
niveis de 170HP persistentemente elevados, encurtando o tempo de seguimento e
diminuindo o estresse familiar. Tendo conhecimento do genétipo, € possivel evitar o
tratamento desnecessario de formas nao classicas e dos falso-positivos (CASTRO et
al., 2019; TORRESANI; BIASON-LAUBER et al., 2007).
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O custo da analise molecular foi previamente estimado em US$ 500, enquanto
o acompanhamento de um caso falso-positivo pode custar cerca de US$ 848. Tem
sido sugerido que a andlise molecular poderia reduzir o nimero de reconvocacoes e
eliminar a necessidade de outros testes em 88% dos casos (CARVALHO et al., 2016).

No entanto, a complexidade do gene CYP21A2 é um fator limitante. Apesar do
potencial beneficio da analise molecular do gene CYP21A2 de pacientes com triagem
neonatal positiva para HAC, algumas consideragcdes devem ser feitas. A deteccao de
variantes da normalidade pode ser um fator de confusédo, pois nem sempre se sabe 0
real impacto dessas variantes na atividade enzimatica in vivo e sua correlagdo com o
qguadro clinico. Outra questéo é que, dependendo do método utilizado, mutacbes ou
delecbes podem nédo ser detectadas nas criangcas acometidas pela doenca. E, por
ultimo, o fendtipo pode néo ter correspondéncia com o gendtipo encontrado, ja que
outros fatores podem interferir na expressao fenotipica do paciente.

Na pratica clinica, a analise molecular do gene CYP21A2 deve ser indicada em

situacOes especificas.

1.3.3 Polimorfismo N493S

Um grande namero de SNPs, do inglés, single nucleotide polymorphisms, que
sdo variacbes pontuais encontradas ao longo do DNA, ja foram descritas no gene
CYP21A2. No entanto, varios destes polimorfismos permanecem com significado
incerto se podem ou ndo ser responsaveis pelo aumento dos niveis de 170HP e
androgénios. Um exemplo, é o polimorfismo N493S localizado no éxon 10. Nele ha a
substituicdo da base Adenosina por uma Guanina, sendo produzido o aminoacido
Serina no lugar da Asparagina. No banco de dados GeneBank

(https://www.uniprot.org/uniprot/P08686) esta alteracdo € considerada patoldgica,

porém, no banco de dados da Clinvar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/12159/) € descrita como benigna. Em

um estudo sobre modelo molecular do CYP21A2 humano, a carga eletrostatica do
aminoacido produzido pelo gene com a alteracdo N493S demonstrou ser
inalterada (ROBINS et al., 2006). Porém, a sua influéncia na atividade enzimatica
residual ndo foi ainda bem estabelecida in vitro. Existem trabalhos sugerindo que a
presenca deste polimorfismo, em associagcdo com outras mutacdées no mesmo gene,
poderia ser responsavel pelo aumento da 170HP (ASANUMA et al., 1999).


https://www.uniprot.org/uniprot/P08686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/12159/
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar possiveis alteracdes no gene CYP21A2 de criancas assintomaticas
com triagem positiva para HAC que justifiquem aumento persistente do nivel sérico
de 170HP.

2.2 Objetivos especificos

a) Determinar a frequéncia e tipo das mutacdes do gene CYP21A2 encontradas
nessas criangas.

b) Determinar a correlacao entre o perfil clinico-hormonal e o genadtipo encontrado.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Desenho do estudo e casuistica

Foi realizado um estudo do tipo transversal. Os pacientes com aumento
persistente de 170HP acompanhados no servico de Endocrinologia Pediatrica do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), do
ambulatério de Triagem neonatal para HAC, foram convidados a participar do estudo
para andlise do gendtipo. Todos os pacientes apresentaram niveis de 170HP no papel
filtro maior que os valores de referéncia na triagem neonatal, sendo convocados pelo
programa. N&o apresentavam sinais e/ou sintomas de HAC e ndo recebiam reposi¢ao
com hidrocortisona ou fludrocortisona. Também n&o apresentavam outra doenca
cronica e nao faziam uso de outros medicamentos regularmente. Foram incluidos
todos os pacientes que concordaram em patrticipar, assinando o TCLE entre janeiro e
setembro de 2018. Foi considerado como aumento persistente de 170HP, a néo
normalizacdo dos seus niveis séricos aos seis meses de vida da crianca. Amostra de
um dos genitores (preferencialmente a mée) foi coletada para avaliar a segregacao
das mutacdes. A populacéo de interesse foi composta por 36 pacientes, 18 do sexo
masculino e 18 do sexo feminino, com mediana de idade de 2,8 anos (IQ 0,8-3,7).

Ap6s avaliacédo inicial dos dados, foi criado um grupo controle para possibilitar
melhor anélise do éxon 10 do gene CYP21A2. Esse foi constituido por 46 individuos
provenientes do PTN-MG, que realizavam acompanhamento em algum programa da
triagem (hipotireoidismo congénito, fenilcetondria, toxoplasmose congénita, fibrose
Cistica e/ou deficiéncia de Biotinidase), mas que tiveram triagem neonatal normal para
HAC. Nesse grupo, 60% era do sexo feminino e a mediana de idade era de 5,4 anos
(IQ 1,2-12,5). O critério de exclusdo para este grupo foi apresentar aumento da
170HP.

3.1.1 Protocolo atual da triagem para HAC do PTN-MG

O PTN-MG abrange todos os 853 municipios do estado e realiza, atualmente,
a triagem de rotina para seis doencas: hipotireoidismo congénito, fenilcetondria, fi-
brose cistica, doenca falciforme, deficiéncia de biotinidase e hiperplasia adrenal con-

génita. O PTN-MG segue as recomendacfes do Ministério da Saude brasileiro, que
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visam atingir 100% da populagéo e definem o processo de triagem neonatal em cinco
etapas: teste laboratorial, vigilancia ativa de casos suspeitos, confirmacéo do diagnds-
tico, tratamento e acompanhamento por uma equipe multidisciplinar.

A triagem para HAC é realizada por meio da dosagem da 17-OHP em papel
filtro (Whatman® — GE Healthcare), por método imunofluorimétrico DELFIA® (kit Ne-
onatal 17-OHP; Perkin-Elmer), idealmente coletada entre o 3° e 5° dia de vida.

O protocolo do PTN-MG utiliza o percentil 99,7 da 170HP para o peso de nas-
cimento da crianga como valor de corte no papel-filtro. Naquelas criangas que nasce-
ram com peso <1500g, entre 1500 e 1999¢g, entre 2000 e 2499 e 22500g, os valores
atuais correspondentes ao percentil 99,7 e empregados pelo PTN- MG séo, respecti-
vamente, <150, <92, <45 e <14 ng/ml (FIGURA 3). Dessa forma, valor menor que o
percentil 99,7 (p99,7) é considerado dentro da normalidade. Se o valor for maior ou
igual a duas vezes o0 p99,7, o recém-nascido (RN) é imediatamente convocado para
consulta médica para realizagcdo de anamnese detalhada, exame fisico minucioso e
exames sericos confirmatérios. Em caso de valores entre o p99,7 e duas vezes este
percentil, 0 RN € convocado para a coleta de segunda amostra em papel-filtro. Nesta
situacao, se o valor da segunda amostra estiver acima do p99,7, a crianca € convo-
cada para consulta para realizacdo de seguimento no servico de referéncia, até a nor-

malizacao dos valores ou definicdo diagnéstica (FIGURA 4).



VALORES DE REFERENCIA DA 170HP NO TESTE DE TRIAGEM EM PAPEL FILTRO*

FAIXA DE PESO VALOR DE VALOR DE VALOR DE
DO RN NORMALIDADE REFERENCIA P/ REFERENCIA P/
{ng/ml) RECOLETA CONVOCAGAQ P/
(ng/ml} CONSULTA
(ng/mi)
22.500g <14,0 >14,0 < 28,0 2280
22.000g a 2.499g < 45,0 =45,0< 90,0 290,0
21.500g a 1.999g <920 292,0< 180,0 2180,0
<1.500g < 150,0 >150,0< 300,0 >300,0

* . .
VR para a 170HProgesterona nas diferentes faixas de peso, validos para exames realizados no
Laboratorio de triagem neonatal do NUPAD.

FIGURA 3: Valores de referéncia da 17-OHP no papel filtro do PTN- MG.

Fluxograma da Triagem Neonatal da Hiperplasia Adrenal Congénita
Coleta da amostra em papel de filtro: 3° a 5° dias de vida

Recém-nascido de termo
(Peso = 2.500 g)
Recém-nascido de termo ou pré-termo
(ajustar valores da 170HP de acordo com o peso ao nascimento)

v l

\d

170HP <99th 170HP 170HP
recém-nascido normal 2 99th £ 2 x percentil 99 2 2 x percentil 99
aumento moderado valor altamente suspeito
repetir dosagem em papel || convocacdo de emergéncia

170HP < percentil 99 .Valores eIevados:L '
Valor normal- alta Segmmer.rm f.mbulatorl.almate
normalizacao ou definicao
diagnostica
v

Seguimento Ambulatorial
com Equipe Multidisciplinar em servico de referéncia

FIGURA 4: Fluxograma do protocolo de tratamento e acompanhamento clinico de
criangas com HAC do PTN- MG.
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Todas as criancas que atendem aos critérios e precisam de acompanhamento
sdo encaminhadas para ambulatério especializado do Hospital das Clinicas da UFMG,
onde sdo avaliadas clinicamente. Testes séricos confirmatorios para 170OHP, andros-
tenediona, testosterona e Sédio (Na*) e Potassio (K*) sdo conduzidos em todas as
criancas na primeira consulta. A 170HP, a androstenediona e a testosterona séricas
séo avaliadas por quimiluminescéncia (ICMA), com os valores de referéncia do labo-
ratério, descritos na tabela 1. Para a faixa etaria em que esses valores nao sao dispo-
niveis, foi definido o valor até 170 ng/dL, correspondente a faixa imediatamente supe-

rior.

TABELA 1: Valores de referéncia para a 170HP, androstenediona e testosterona sé-

ricas.
Exames (ICMA) Feminino Masculino
170HP Até 30 dias: até 1680 ng/dL Até 30 dias: até 800 ng/dL

31-60 dias: até 970 ng/dL 31-60 dias: até 1370 ng/dL
61-90 dias: até 310 ng/dL 61-90 dias: até 400 ng/dL
4m - 2 anos: nao disponivel 4m - 2 anos: nao disponivel

3-14 anos: até 170 ng/dL 3-14 anos: até 170 ng/dL
Androstenediona Pré-puberal: <1,6 ng/mL Pré-puberal: <1,6 ng/mL
Testosterona <75 ng/dL 175-781 ng/dL

Notas: ICMA: quimioluminescéncia.

O diagnéstico de HAC é atribuido a criangas que apresentam comprovacgao
clinica de perda de sal (perda de peso ou ganho insuficiente de peso e/ou sinais de
desidratacédo) e meninas com sinais de virilizacdo (graus I-V na classificacdo de Pra-
der), além de aumento dos hormdnios séricos (170HP, androstenediona e testoste-
rona), baixo nivel de Na* (< 135 mmol/L) e alto nivel de K* (> 5,5 mmol/L). Estas
criancas séo tratadas com esteroides, diariamente: 10-15 mg/m? de acetato de hidro-
cortisona e 0,1-0,2 mg de fludrocortisona. O diagndstico € considerado inconclusivo
guando os hormonios séricos confirmatorios apresentavam alteragdes, mas o iono-
grama é normal e ndo ha sinais clinicos de doenca. As criancas diagnosticadas com
HAC ou com diagndstico inconclusivo sdo acompanhadas clinicamente e por meio da
dosagem sérica da 170HP, androstenediona e testosterona, regularmente. Os casos
inconclusivos sdo monitorados até que os niveis de 170HP das criancas normalizem.
Nesse momento, esses casos sao classificados como falso-positivos e recebem alta

do programa.
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3.1.2 Avaliagéo clinico-laboratorial

Os dados relativos a caracterizacdo das criancas (sexo, idade, intercorréncias
perinatais, nimero de consultas no programa), os valores de 170OHP em papel-filtro e
os resultados das dosagens séricas de 170HP, Testosterona e Androstenediona,
realizadas de rotina durante o acompanhamento dos pacientes no PTN-MG, foram
obtidos dos prontuérios do arquivo do Nucleo de Pesquisa e Ac¢des em Apoio
Diagnostico (NUPAD — UFMG).

3.1.3 Avaliagcdo genética

O DNA das amostras dos pacientes com aumento persistente da 170HP foi
extraido com resina quelante Chelex100 (BioRad), seguindo-se protocolo adaptado
de Walsh et al. (1991), em amostras de sangue total periférico ou sangue em papel
filtro FTA. A partir do DNA das amostras foi realizada a PCR especifica para o gene
CYP21A2 dividido em duas partes, sendo a regido 1 (sistema Geral 1) com 2.046pb
gue compreende toda a extensdo dos éxons 1 a 6 (incluindo introns) e regido 2
(sistema Geral 2) com 1.375pb que compreende toda a extensao de parte do éxon 6
ao éxon 10 (incluindo introns) (WALSH; METZGER; HIGUCHI,1991).

Os primers e a estratégia para sequenciamento do gene CYP21A2 foi
adaptada de Ordofiez-Sanchez et al. (1998), Wilson et al. (1995) e Applied Biosystems
Chemistry Guide (1998). O produto da PCR dos sistemas Geral 1 e Geral 2 séo
purificados seguindo-se um protocolo de purificacdo alcodlica com pequenas
modificacdes, descrito em Automated DNA Sequencing — Chemistry Guide (Applied
Biosystems). Em seguida, o DNA de cada amostra foi quantificado em gel de agarose
2% tratado com Sybr Safe (Invitrogen). Foi realizada a reacdo de sequenciamento
utilizando-se o kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems) com primers especificos
para cada fragmento a ser examinado (forward ou reverso), totalizando 5 a 6
fragmentos. Posteriormente, o produto da reacdo de sequenciamento foi purificado
seguindo-se protocolo semelhante ao acima descrito e, em seguida, realizada a
eletroforese capilar em sequenciador automatico modelo ABI Prism 3130XL Genetic
Analyser (Applied Biosystems) utilizando-se capilar de 50 cm e polimero POP7
(Applied Biosystems)(HALL,1999).
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As sequéncias obtidas foram analisadas no software Sequencing Analyses
v.5.3.1 (Applied Biosystems) e depois alinhadas com a sequéncia de referéncia obtida
do NCBI GeneBank (NCBI) AH005282.2 e a sequéncia de proteina
ENST00000418967, por meio do programa de alinhamento BioEdit v.7.2.5, para
identificacédo das variantes (WILSON et al.,1995).

O DNA das amostras do grupo controle foi extraido e processado da mesma
maneira, porém apenas o éxon 10 foi analisado para avaliar a presenca do

polimorfismo N493S.

3.2 Analise estatistica

Apos identificacdo das mutacdes do gene CYP21A2 nos pacientes do estudo,
a frequéncia de cada gendtipo foi estabelecida. Para analise, os pacientes foram
agrupados conforme a presenca de mutacdes em: forma Nao-Classica, Heterozigotos
para mutacdes conhecidas, portadores do polimorfismo N493S isolado no éxon 10 e
negativo para qualquer mutacdo. Os valores de 170HP do papel filtro e todos os niveis
séricos de Testosterona, Androstenedina e 170HP dos pacientes foram analisados.
Foi feita analise descritiva dos dados encontrados, com medidas de tendéncia central,
posicdo e variabilidade. O teste de Shapiro-Wilk foi usado para verificar a hipétese de
normalidade das variaveis. Os testes de Mann-Whitney e Kruskall Walis foram usados
para comparar as medianas entre dois grupos e mais de dois grupos,
respectivamente. O intervalo de confianca (IC) de 95% foi calculado. A significancia
estatistica foi estabelecida em 5% (p<0,05).

Foi aplicado o Teste Z para duas proporcdes, com nivel de significancia de 5%
(Software Minitab 14 Release) para calcular o nUmero de individuos do grupo controle.
Para obter 80% de poder estatistico na detec¢cdo de uma diferenca de, no minimo,
20% entre as porcentagens das mutagcfes estudadas nos grupos foi calculado um N
de 46 criancas.

A analise estatistica foi feita com o software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), versédo 20.0 (SPSS IN., Chicago, lllinois, USA).
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3.3 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e na Diretoria de Ensino, Pesquisa e
Extensédo do Hospital das Clinicas (DEPE-HC-UFMG) (ANEXOS A e B). Também teve
a anuéncia e apoio do NUPAD — UFMG para a sua execucdo. O termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE) foi assinado pelos pais ou responsaveis que
concordaram voluntariamente em fazer parte da pesquisa (APENDICE A). Foi mantido
0 anonimato dos participantes da pesquisa. Os acompanhantes tinham uma copia do
termo de consentimento, na qual constava o telefone da equipe da pesquisa caso

fosse necessario contactar em caso de duvidas.
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4 RESULTADOS

4.1 Artigo

Polimorfismo N493S do gene CYP21A2 e triagem positiva para hiperplasia

adrenal congénita: existe associagao?

Introducéo

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) consiste em um grupo de doencas
causadas por deficiéncia enzimatica na biossintese do cortisol nas glandulas
adrenais. A deficiéncia da enzima 21 alfa hidroxilase (210H) € a mais comum,
ocorrendo deficiéncia de cortisol e aldosterona, além de aumento de esteroides
sexuais em graus variados (SILVEIRA et al., 2009).

A deficiéncia de 210H (210HD) é monogénica, resulta de heranca
autossOmica recessiva e a maior parte dos pacientes € heterozigota composta. Ha
um espectro bioquimico e fenotipico da doenca, que varia desde formas leves, sem
clinica evidente, a formas graves. A manifestacao clinica € definida pelo alelo que
resulta em maior funcdo enzimatica. Na maior parte dos casos ha uma boa
correlacao gendétipo-fenotipo (SPEISER et al.,2010).

O gene que codifica a 210H, o CYP21A2, esta localizado no braco curto do
cromossomo 6, especificamente dentro do I6cus do complexo de histocompatibilidade
(HLA) classe lll. Este gene e um pseudogene homologo, o CYP21A1P, se estendem
sobre uma regido de 30kb. Eventos de recombinacéo durante a meiose sdo comuns
nessa regiao do genoma devido ao alto grau de homologia entre os genes duplicados.
Cerca de 95% de todas as mutacdes detectadas no CYP21A2 sdo causadas por
conversfes génicas, microconversdes ou cruzamentos desiguais entre o gene e seu
pseudogene (AL SAEDI et al., 1996).

Uma das maiores dificuldades dos programas de triagem neonatal para HAC é
o baixo valor preditivo positivo do teste e a alta taxa de falsos positivos. Isto ocorre,
porque, durante o periodo neonatal, observa-se que varias condicdes podem
aumentar os niveis de 170HP fisiologicamente tais como prematuridade, asfixia e
infeccdes (SILVEIRA et al., 2009). Além disso, os testes de imunoensaio utilizados

para dosar a 170HP sofrem interferéncia por reacao cruzada com outros metabdlitos
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adrenais, especialmente com a 17-hidroxipregnenolona, que esté elevada no recém-
nascido (MATERN et al.,2007).

Para aumentar a especificidade e o valor preditivo positivo da triagem neonatal
e minimizar o numero de falsos-positivos sem perda de sensibilidade, varios recursos
sdo utilizados tais como: coleta de segunda amostra em papel filtro apds alguns dias
da primeira amostra, em casos selecionados; ajuste do valor de referéncia da 170HP
conforme o peso de nascimento e/ou idade gestacional; analise da 170OHP por
cromatografia liquida - espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) e estudo da
biologia molecular.

A ideia de rastreio genético, como um método de segunda etapa, baseia-se no
achado de homozigose ou heterozigose composta para um namero limitado de mu-
tacoes pontuais, delecdes e rearranjos decorrentes do emparelhamento desigual
entre o gene CYP21A2 e seu pseudogene em cerca de 90-95% dos casos de HAC
(CARVALHO et al., 2016; KOPACEK, 2016; TORRESANI; BIASON-LAUBER, 2007).

A analise das mutacbes do gene CYP21A2 pode elucidar os casos
duvidosos, incluindo criangcas assintomaticas e com niveis de 170HP
persistentemente elevados, encurtando o tempo de seguimento dessas criancas e
diminuindo o estresse familiar. Tendo conhecimento do genétipo, € possivel evitar o
tratamento desnecessario de formas néo classicas e dos falso-positivos (PANG et al.
1982).

Diante disso, o objetivo do trabalho foi determinar se criancas com triagem
positiva para hiperplasia, assintomaticas e com niveis persistentemente elevados de
170HP apresentam alteracdo no gene CYP21A2 que justifique os achados

laboratoriais.

Pacientes e Métodos

Trata-se de estudo transversal, que avaliou 36 criancas com triagem positiva
para HAC (FIGURA 5) e que estavam em acompanhamento no ambulatério do
programa de triagem neonatal de Minas Gerais (PTN-MG), no periodo entre janeiro e
setembro de 2018, por niveis persistentemente elevados de 170HP. Essas criancas
nao apresentavam sinais ou sintomas de HAC e ndo estavam em reposi¢cdo com
glicocorticoides ou mineralocorticoide. Foi considerado como aumento persistente da

170HP, niveis séricos acima do valor de referéncia estabelecido pelo laboratério, aos
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seis meses de vida. As criangas ndo apresentavam nenhuma doenca crénica e néo
recebiam medicacdo regularmente. Foram incluidos todos os pacientes que
preenchiam esses critérios e que concordaram em participar do estudo, assinando o

termo de consentimento livre e esclarecido, durante o periodo estudado.

Fluxograma da Triagem Neonatal da Hiperplasia Adrenal Congénita

Coleta da amostra em papel de filtro: 3° a 5° dias de vida

Recém-nascido de termo
(Peso = 2.500 g)
Recém-nascido de termo ou pré-termo
(ajustar valores da 170HP de acordo com o peso ao hascimento)

) )
170HP < 14,0 170HP 170HP
recém-nascido normal =14,0 < 28,0 = 28,0
aumento moderado valor altamente suspeito
repetir dosagem em papel convocacao de emergéncia

z N\

170HP < 14,0 _Valores elevados:. ]
Seguimento Ambulatorial até
normalizagdo ou defini¢do
diagndstica

Valor normal: alta

Seguimento Ambulatorial
com Equipe Multidisciplinar em servigo de referéncia

FIGURA 5: Fluxograma da triagem neonatal da hiperplasia adrenal congénita.

Apés avaliacdo preliminar dos dados foi incluido um grupo controle
especificamente para analisar o éxon 10 do gene CYP21A2. Este grupo foi constituido
por criancas que apresentavam 170HP no papel filtro normal, porém realizavam
acompanhamento no PTN-MG devido triagem positiva para hipotireoidismo congénito,
fenilcetonuria, toxoplasmose congénita, fibrose cistica e/ou deficiéncia de biotinidase.
O critério de exclusao para este grupo foi apresentar aumento da 170HP na amostra
em papel filtro.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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Dados laboratoriais

Os dados relativos a caracterizacao das criancas (sexo, idade, intercorréncias
perinatais, nimero de consultas no programa), os valores de 170OHP em papel-filtro e
os resultados das dosagens séricas de 170HP, Testosterona e Androstenediona,
realizadas de rotina durante o acompanhamento dos pacientes no PTN-MG, foram
obtidos dos prontuarios médicos.

O DNA das amostras dos pacientes com aumento persistente da 170HP foi
extraido com resina quelante Chelex100 (BioRad), seguindo-se protocolo adaptado
de Walsh et al (1991), em amostras de sangue total periférico ou sangue em papel
filtro FTA. A partir do DNA das amostras foi realizada a PCR especifica para o gene
CYP21A2 divido em duas partes, sendo a regido 1 (sistema Geral 1) com 2.046pb que
compreende toda a extensdo dos éxons 1 a 6 (incluindo introns) e regido 2 (sistema
Geral 2) com 1.375pb que compreende toda a extensao de parte do éxon 6 ao éxon
10 (incluindo introns). Os primers e a estratégia para sequenciamento do gene
CYP21A2 foi adaptada de Ordofiez-Sanchez et al. (1998) e Wilson et al. (1995) e
Applied Biosystems Chemistry Guide (1998).

O produto da PCR dos sistemas Geral 1 e Geral 2 sao purificados seguindo-se
um protocolo de purificacdo alcodlica com pequenas modificagdes, descrito em
Automated DNA Sequencing (Applied Biosystems Chemistry Guide,1998). Em
seguida, o DNA de cada amostra foi quantificado em gel de agarose 2% tratado com
Sybr Safe (Invitrogen). Em seguida, foi realizada a reacdo de sequenciamento
utilizando-se o kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems) com primers especificos
para cada fragmento a ser examinado (forward ou reverso), totalizando 5 a 6
fragmentos. Posteriormente, o produto da reacdo de sequenciamento foi purificado
seguindo-se protocolo semelhante ao acima descrito e, em seguida, realizada a
eletroforese capilar em sequenciador automatico modelo ABI Prism 3130XL Genetic
Analyser (Applied Biosystems) utilizando-se capilar de 50 cm e polimero POP7 (HALL,
1999).

As sequéncias obtidas foram analisadas no software Sequencing Analyses
v.5.3.1 (Applied Biosystems) e depois alinhadas com a sequéncia de referéncia obtida
do NCBI (AH005282.2), por meio do programa de alinhamento BioEdit v.7.2.5, para

identificacédo das variantes.
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O DNA das mostras do grupo controle foi extraido e processado da mesma
maneira, porém apenas o éxon 10 do gene CYP21A2 foi analisado para avaliar a
presenca ou ndo do polimorfismo N493S.

Analise estatistica

Ap6s genotipagem dos pacientes, a frequéncia de cada genétipo foi
estabelecida. Os pacientes foram entdo agrupados em: Forma né&o classica,
heterozigotos para as mutacbes conhecidas, portadores do polimorfismo N493S
isolado no éxon 10 e negativo para qualquer mutacgao.

Foi feita analise descritiva dos dados encontrados, com medidas de tendéncia
central, posicao e variabilidade. O teste de Shapiro-Wilk foi usado para verificar a
hipotese de normalidade das variaveis. Os testes de Mann-Whitney e Kruskall Walis
para comparar as medianas entre 0s grupos e mais de dois grupos, respectivamente.
O intervalo de confianga (IC) de 95% foi calculado. A significAncia estatistica foi
estabelecida em 5%.

A analise estatistica foi feita no software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), versao 20.0.

Para calcular o numero de individuos do grupo controle, foi aplicado o Teste Z
para duas proporc¢des, no Software Minitab 14 Release, utilizando também um nivel

de significancia de 5%.

Resultados

Participaram do estudo, 36 pacientes com aumento persistente da 170HP
sérica (nos primeiros 6 meses de vida) durante o acompanhamento no programa de
triagem.

A mediana de idade das criancas era de 2,8 anos (0,8-3,7), sendo 50% do sexo
feminino. A média dos valores de 170HP no papel filtro foi de 26,38 ng/mL (+13,39).
Trés criancas nascidas a termo apresentaram intercorréncias perinatais (ictericia com
necessidade de fototerapia, hipoglicemia e sepse) e, dos 5 prematuros da amostra,
4 deles também tiveram intercorréncias associadas. O numero médio de consultas
realizadas pelos pacientes do estudo foi de 6 consultas (£ 4,6). Dez pacientes (27,7%)

ja receberam alta do programa. A média de tempo de acompanhamento até a alta foi
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de 18,7 meses (= 16,67) (TABELA 2).

TABELA 2: Caracterizacdo de 36 criancas com 170HP sérica persistentemente ele-

vada.
Idade (anos) @ Sexo @ 170HP no papel Intercorréncias n de consultas Tempo até a alta,
Mediana filtro (ng/mL) perinatais, n=7  médicas * em meses, n=10*
Média (DP)
2,8(0,8-3,7) F:18 26,38 (+13,39) Ictericia 6 (x4,6) 18,7 (+16,67)
M:18 Hipoglicemia

Sepse neonatal

Notas: F: feminino; M: masculino; n: nimero de pacientes; 170HP: 170H-progesterona; PTN-MG:
programa de triagem neonatal de Minas Gerais

Os 36 pacientes foram agrupados conforme resultado da analise molecular
(ndo classica, heterozigoto, N493S isolado e negativo). Sete das nove criangas com
o polimorfismo N493S isolado, dois de nove heterozigotos e o paciente negativo para
gualquer mutacao ja receberam alta do programa, devido normalizacdo dos niveis
séricos de 170HP (TABELA 3).

TABELA 3: Caracterizagcao de 36 criancas conforme resultado da analise molecular
do gene CYP21A2.

Grupo N Numero 170HP no Intercorréncias Prema- Alta do
consultas papel filtro perinatais turos programa
(ng/mL) N (%) N (%)
Media
Nao Clas- 17 4,4 (£2,6) 21,18 (+18,3) 1 (0,05%) 1 0
sica (0,05%)
Heterozigoto 9 6,1 (x1,5) 29,42 (x23,5) 1(0,11%) 1 2
(0,11%)
N493S 9 4,4 (£4,3) 28,63 (x15,2) 4 (0,44%) 2 7
isolado (0,22%)
Negativo 1 6 33,90 1 (100%) 1 (100%) 1

Dentre os 36 pacientes,17 (47,2%) apresentavam genoétipo relacionado a forma
nao classica, sendo que os mais comuns desse grupo foram: V281L/I2G e
V281L/Q318X. Nove pacientes (25%) eram heterozigotos, sendo a mutacdo V281L a
mais prevalente. Nove pacientes (25%) apresentavam apenas o polimorfismo N493S,
sem associacdo com outra mutacdo e em apenas um paciente nao foi encontrado
nenhuma mutac¢ao ou polimorfismo. O polimofismo N493S estava presente em 34 dos
36 pacientes (94,4%), sendo 80% na forma homozigota e 20% na heterozigota

(TABELA 4).
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TABELA 4: Genotipo de 35 criangas conforme resultado da analise molecular do

gene CYP21A2.

Nao Classica (n=17)

Heterozigoto
(n=9)

N493S isolado
(n=9)

V281L- 12G-N493S / N493S
V281L-12G- N493S / N493S
V281L- 12G- N493S / N493S
V281L- 12G- N493S / N493S
V281L-Q318X- N493S / N493S
V281L-Q318X- N493S / N493S
V281L-Q318X / N493S
V281L-R356W / N493S
V281L-G424S- N493S / N493S

Genétipo

V281L-N493S / N493S
V281L-N493S / N493S
V281L-N493S / N493S
V281L-N493S / N493S
V281L-N493S / N493S
V281L-N493S / N493S
V281L-N493S / N493S
12G- N493S / N493S

P30L- N493S / N493S

N493S/ N493S
N493S/ N493S
N493S/ N493S
N493S/ N493S
N493S/ N493S
N493S/ N493S
N493S / -
N493S / -
N493S / -

V281L-1172N- N493S / N493S
V281L-G381V- N493S / N493S
V281L-P30L- N493S / N493S
V281L-IVS-2A>G -N493S / N493S
V281L-L198-F N493S / N493S
V281L-F306+T- N493S / N493S
V281L -F306+T-Q318X / R356W
[1172N-F306+T / N493S

Foram comparados os valores medianos de 170HP, androstenediona e
testosterona séricos, realizados ao longo do acompanhamento, entre 0s grupos
(TABELA 5).

TABELA 5: Comparacao das medianas da 170HP, androstenediona e testosterona

séricas conforme resultado da analise molecular do gene CYP21A2.

N&o Classica Heterozigoto N493S Negativo p
isolado

170HP (ng/mL) 10,81 10,65 3,81 3,09 *0,72; #0,001;

(1,1-89) 1,4 -77) (0,7 -83,6) (0,8 -9,8) 70,001
Androstenediona 0,3 0,3 0,3 0,3 *0,715; #0,0862;
(ng/mL) (0,3-10) (0,3-10) (0,3-10) (0,3-5,2) 70,695
Testoterona 10 10 10 10 *0,82; #0,137;
(ng/dL) (7-295) (10-625) (10-667) (10-188) 70,189

Notas: *comparacdo entre os grupos Ndo Classica e Heterozigoto; *comparacéo entre os grupos Nao
Classica e N493 isolado; fcomparacgao entre os grupos Heterozigoto e N493S isolada.

Com relacdo aos valores da mediana da 170HP sérica, ndo houve diferenca
entre os grupos Nao Classica e Heterozigoto. Ambos 0s grupos apresentaram niveis

de 170HP mais elevados do que o grupo com o polimorfismo N493S isolado.
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N&o houve diferenca estatistica entre as medianas da androstenediona ou da
testosterona, entre 0s grupos.

Devido a elevada incidéncia do polimorfismo N493S no grupo estudado,
avaliou-se o éxon 10 do gene CYP21A2 de 46 criangas com triagem negativa para
HAC (mediana de idade 5,4 anos (1,2-12,5), 60% do sexo feminino). O polimorfismo
N493S estava presente em 44 das 46 criangas analisadas (95,6%), sendo 60% na
forma homozigota e 40% na forma heterozigota. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa, entre o grupo de pacientes inicialmente avaliado e esse grupo controle,
guanto a presenca do polimorfismo N493S (p=1,0). Também n&o houve diferenca
entre os grupos em relacdo a frequéncia de heterozigoto ou homozigoto para essa
alteragéo (p=0,112).

Discusséao

No presente estudo, foi possivel identificar que 47% dos pacientes com niveis
persistentemente elevados de 170HP tinham gendtipo compativel com a forma nao
classica da doenca, sendo o V281L/Q318X e o V281L/I2G os mais frequentes.
Nenhum paciente apresentou genotipo relacionado a forma virilizante simples. Além
disso, detectou-se que mais de 90% deles tinha a alteracdo no éxon 10 (N493S), que
também foi encontrada, na mesma proporcao, em pacientes sem elevacao dos niveis
de 170HP.

A triagem neonatal para HAC tem o objetivo de detectar as formas graves da
doenca, mas ja € amplamente conhecido que formas virilizantes simples e néo
classicas podem ser identificadas. No presente estudo, o achado de criangcas com a
forma néo classica foi semelhante ao relatado na literatura (Silveira et al., 2009) e
mais elevado que o percentual encontrado em estudo anterior, no mesmo servi¢o do
estudo (Castro et al., 2019). Esse achado chama atencéo para a necessidade de
melhor caracterizacdo das criancas que se apresentam como “falso-positivas” no
programa, especialmente porque os valores da 170HP no papel-filtro e séricos ndo
permitem essa identificacdo. Até 0 momento, nenhuma crianca diagnosticada com a
forma néo classica precisou de tratamento medicamentoso. No entanto, o diagnostico
€ valioso para 0 acompanhamento a longo prazo, permitindo o tratamento precoce se
houver uma evolucéo desfavoravel, ainda que rara.

A anadlise das mutacfes do gene CYP21A2 é uma eficiente ferramenta para
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predizer as manifestagfes clinicas do paciente, uma vez que a doenca possui uma
boa correlagdo genodtipo-fenétipo. E capaz de confirmar o diagnostico das formas
cldssicas de 210HD, pode predizer a gravidade da doenca com implicacdes
terapéuticas e permite a realizagdo de aconselhamento genético. Além disso, a
analise molecular pode elucidar os casos falso-positivos, que apresentam niveis de
17-hidroxiprogesterona persistentemente elevados, encurtando o tempo de
seguimento e diminuindo o estresse familiar. Tendo conhecimento do genotipo, é
possivel evitar o tratamento desnecessario de formas néo Classicas e dos casos falso-
positivos. As recentes diretrizes da Endocrine Society ndo indicam o teste genético
como segunda etapa da triagem neonatal devido a complexidade do gene CYP21A2
(SPEISER et al., 2018). Além disso, é um método caro e pouco acessivel. No entanto,
0 custo da analise molecular foi previamente estimado em US$ 500 por paciente,
enquanto o acompanhamento de um caso falso-positivo poderia custar cerca de US$
848 (SILVEIRA et al., 2009). No presente estudo, a analise molecular se mostrou util
para reduzir o tempo de acompanhamento das criangcas e evitar tratamento
desnecessario.

Um grande namero de SNPs, do inglés, single nucleotide polymorphisms, que
sédo variacfes pontuais encontradas ao longo do DNA, ja foram descritas no gene
CYP21A2. No entanto, varios destes polimorfismos permanecem com significado
incerto se podem ou nao ser responsaveis pelo aumento dos niveis de 170HP e
androgénios. Um exemplo, € o polimorfismo N493S localizado no éxon 10. Nele ha a
substituicdo da base Adenosina por uma Guanina, sendo produzido o aminoacido
Serina no lugar da Asparagina. Existem trabalhos mostrando que a presenca do
polimorfismo N493S, em associacdo com outras mutagcdes no mesmo gene, pode ser
responsavel pelo aumento da 170HP e consequente hiperandrogenismo. Porém, a
sua influéncia na atividade enzimatica residual ndo foi ainda bem estabelecida in vitro.
Em um estudo sobre modelo molecular do CYP21A2 humano, a carga eletrostatica
do aminoacido produzido pelo gene com a alteracdo N493S demonstrou ser
inalterada (ROBINS et al., 2006). Wedell e Luthman (1993) consideraram esta
alteracao uma variante da normalidade.

O achado do polimorfismo N493S em quase 95% dos pacientes do presente
estudo, despertou o interesse sobre a participacdo do mesmo na elevacéo persistente
da 170HP. De fato, foi observado que poucos recém-nascidos apresentaram

intercorréncias perinatais que justificassem essa elevacdo hormonal. Em individuos
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com mutagBes do CYP21A2 esse polimorfismo nem sempre é relatado. Ele foi
encontrado em apenas 3 pacientes em estudo Francés com 119 casos (Barbat el al.,
1995) e em outros 3, em estudo da Turquia, com 258 individuos (SAVAS ERDEVE et
al, 2017). Em ambos, essa alteracdo no éxon 10 foi identificada como mutacdo
associada a forma néo classica. Ordonez-Sanchez et al. (1998) encontraram uma alta
freqiéncia do polimorfismo N493S em uma populagdo mexicana e uma maior
proporcao de homozigose para o N493S nos pacientes com HAC.

Em outro estudo realizado na Cidade do México, pacientes com HAC
apresentaram uma frequéncia muito alta do polimorfismo N493S (42,5%). Foram
analisados também 20 individuos saudaveis (individuos clinicamente ndo afetados e
sem histéria familiar de HAC). A frequéncia do polimorfismo ndo apresentou diferenca
significativa entre os dois grupos (42,5%, vs 37,5% p=0,5), como no presente estudo.
No entanto, uma maior proporcdo de homozigotos foi encontrada entre os doentes
(30% vs 15%, p =0,01) (RODRIGUES et al.,1987). Apesar de termos, também, obser-
vado maior propor¢cado de homozigotos nas criangas com 170HP elevada em relagéo
aos controles, a diferenca ndo alcancou significancia estatistica. Ja um estudo em
Chipre (ilha no Mediterraneo) mostrou que entre 57 mulheres com hiperandrogenismo,
seis eram homozigotas e as demais 51 heterozigotas para o polimorfismo N493S. A
maioria das pacientes com N493S apresentou niveis basais ou estimulados de 170OHP
elevados e sinais clinicos de excesso de androgénio. Sendo assim, foi sugerido que
a presenca do polimorfismo N493S pode ter um papel direto na manifestacdo do
hiperandrogenismo e do aumento dos niveis da 170HP (NEOCLEOUS et al., 2014).

Um efeito sinérgico de mutacdes parcialmente inativadoras (P105L e P453S)
ja foi documentado para o gene CYP21A2 (NIKOSHKOV et al.,1997). Também foi
sugerido que o N493S, quando associado a outro polimorfismo, o S268T, resulte em
diminuicdo da atividade enzimatica (ASANUMA et al., 1999). Este ultimo ja foi
caracterizado como inativo (WU et al.,1991), mas, em publicacdo recente, foi
associado ao fenoétipo da HAC (KHAJURIA et al., 2017).

Diante desses achados, a avaliacdo de criancas sem elevacdo da 170HP foi
mandatéria. O encontro de percentual similar do polimorfismo N493S nessas criangas,
e, de acordo com dados da literatura citados acima, pode sugerir que essa alteracao
seja mais frequente em algumas etnias. Até o momento, porém, uma possivel

patogenicidade desse polimorfismo continua incerta.
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Uma limitacdo do nosso estudo foi a impossibilidade de realizacdo do
sequenciamento completo do CYP21A2 nos controles, que poderia revelar outros
polimorfismos, o que poderia contribuir para melhor caracterizagdo de associagoes

nessas criangas.

Conclusodes

A andlise molecular do gene CYP21A2 contribuiu para o diagndstico da forma
ndo classica da HAC em praticamente metade das criancas assintomaticas e com
aumento persistente da 170HP, ap0s triagem neonatal para HAC. Esse percentual,
bastante elevado, corrobora a utilidade do estudo genético em situacdes especiais.

A identificagdo do polimorfismo N493S, previamente associado a redugéo da
atividade enzimatica da 210H, em 95% dos pacientes, suscita duvidas e motiva o

desenvolvimento de novos estudos para esclarecer seu papel.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A Senhora e seu filho(a) estdo sendo convidados a participar da pesquisa “Andlise molecular das
criangas assintomaticas triadas pelo programa de Triagem neonatal para Hiperplasia adrenal
congénita com niveis persistentemente elevados de 17 hidroxiprogesterona”.

A hiperplasia adrenal congénita € uma doenga genética, caracterizada pela producéo diminuida dos
horménios cortisol e aldosterona, responsaveis pela manutencdo do nivel de glicose (aclcar) no
sangue e da conservacado da agua e sal no organismo.

O diagnostico precoce € extremamente importante para as formas graves e por isso é feita a triagem
neonatal, “teste do pezinho”, entre 0 3° e 0 5° dias de vida.

O resultado positivo no teste do pezinho significa que ha uma chance do bebé ter a doenca. Mas, em
situacBes de estresse por.exemplo, em criangas doentes, prematuras e/ou com baixo peso ao nascer
pode ocorrer um resultado falso positivo quando o horménio 17-hidroxiprogesterona esta transitoria-
mente elevado e o bebé nado tem a doenca. Pode acontecer também do bebé apresentar uma forma
leve da doenca.

A pesquisa contribuira para o diagndstico precoce das criangas com exames falso-positivos e formas
leves da doenca na triagem neonatal para Hiperplasia adrenal congénita.

01)Pedimos a sua autorizacdo para a coleta, o depdsito, 0 armazenamento e a utilizacdo de sangue
periférico da Senhora e de seu filho(a). A utilizacdo do material biolégico esta vinculada somente a este
projeto de pesquisa.

02)Nesta pesquisa pretendemos analisar as mutagdes do gene CYP21A2 nas criangas assintomaticas
com 17 hidroxiprogesterona persistentemente elevadas. Para esta pesquisa iremos coletar 5 ml de
sangue periférico venoso no centro de coleta do Nucleo de A¢des e Pesquisa em Apoio diagndstico-

Nupad. O material biolégico seré tratado seguindo todas as regras da vigilancia sanitéaria.

03)Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em desconforto transitério durante a coleta de sangue

gue serdo minimizados através de uma coleta por profissionais qualificados em ambiente adequado.

04)Para participar deste estudo a senhora ndo terd nenhum custo e nem recebera nenhum
ressarcimento financeiro.

05)A senhora terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para recusar-se a participar a qualqguer momento. A recusa em participar ndo acarretara qualquer
modificacdo durante o acompanhamento de seu filho(a).

07) A senhora serd informada dos resultados obtidos pela pesquisa quando finalizada. Os participantes

nao serdo identificados nos produtos que possam resultar do estudo, como publica¢gbes, por exemplo.



48

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Ambulatdrio de triagem neonatal para Hiperplasia
adrenal congénita e a outra sera fornecida a senhora.

Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padr6es profissionais de sigilo, atendendo a
legislacéo brasileira (Resolucdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude

e suas complementares), utilizando as informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portadora do documento de

Identidade e responsavel por meu filho(a),

fui informada e concordo em participarmos da pesquisa “Analise molecular das criancas
assintomaticas triadas pelo programa de Triagem neonatal para Hiperplasia adrenal congénita

com niveis persistentemente elevados de 17 hidroxiprogesterona”

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade
de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Profa. Ivani Novato Silva
Endereco: Avenida Alfredo Balena 190-Departamento Pediatria

CEP: 30130100 / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 3409-9566

E-mail: ivanins@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Nome completo do Pesquisador: Dra. Raquel Ferreira Araujo
Enderec¢o: Rua Paracatu 878/702 Barro Preto

CEP: 30455190 / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 3337-1663

E-mail: quelfa@gmail.com

Assinatura do pesquisador (mestrando ou doutorando) Data
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Grupo Controle

A Senhora e seu filho(a) estdo sendo convidados a participar da pesquisa “Andlise molecular das
criangas assintomaticas triadas pelo programa de Triagem neonatal para Hiperplasia adrenal

congénita com niveis persistentemente elevados de 17 hidroxiprogesterona”.

A pesquisa contribuira para o diagnoéstico precoce das criangas com exames falso-positivos e formas
leves da doencga na triagem neonatal para Hiperplasia adrenal congénita.

01) Pedimos a sua autorizacao para a coleta, o depésito, 0 armazenamento e a utilizacdo de sangue
periférico de seu filho(a). A utilizacdo do material bioloégico esta vinculada somente a este projeto de
pesquisa.

02) Nesta pesquisa pretendemos analisar ao éxon 10. Para esta pesquisa iremos coletar sangue
periférico venoso no papel filtro FTA no centro de coleta do Nucleo de AcBes e Pesquisa em Apoio
diagnéstico-Nupad. O material biologico sera tratado seguindo todas as regras da vigilancia sanitaria.

03) Para participar deste estudo a senhora ndo terd nenhum custo e nem receberd nenhum
ressarcimento financeiro.

04) A senhora tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estard livre
para recusar-se a participar a qualguer momento. A recusa em participar ndo acarretara qualquer
modificacdo durante o acompanhamento de seu filho(a).

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Ambulatério de triagem neonatal para Hiperplasia
adrenal congénita e a outra sera fornecida a senhora.

Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a
legislagéo brasileira (Resolu¢des N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude

e suas complementares), utilizando as informacdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portadora do documento de

Identidade e responsével por meu filho(a),

fui informada e concordo em participarmos da pesquisa “Andlise molecular das criancas
assintomaticas triadas pelo programa de Triagem neonatal para Hiperplasia adrenal congénita
com niveis persistentemente elevados de 17 hidroxiprogesterona”

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade
de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.
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Assinatura do Responsavel

Nome completo do Pesquisador: Dra. Raquel Ferreira Araujo
Enderecgo: Rua Paracatu 878/702 Barro Preto

CEP: 30455190 / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 3337-1663

E-mail: quelfa@gmail.com

Assinatura do pesquisador

Data
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ANEXO A — Declaragao de apoio institucional

__ NUPAD

FACULDADE OE MEDICINA
L S O

UFMG

DECLARAGAO DE APOIO INSTITUCIONAL

Daclaro que o projelo de pesquisa infifulado “Analise molecular das crlangas assintomdticas triadas pelo
programa de Triagem neonatal para Hiperplasia adrenal congénita com niveis persistentemente
elevados de 17 hidroxiprogesterona®, foi cansiderado 'viavel” ¢ gue os dados necessaros a realizagao da
pesquisa, serdo disponiailizados. sanforme soliciiagac ‘eta so NupadFRIUFNG por meo da detalhamerto

operasional & financeia anexo a esta decaragao.

O prejata segue as nomnas regimentais do Nupad/=M/JFMG e cumprz as direiizes de Ector de Apoio
Administrativo 3 Gestéo de Projetes, A aceitagao ests condicionada as cumprimento, por parte cos solicitarles
pesquisadores. 80s requisites ca Resclugdo 465/2012 e suas complementaras, e que ainca se compromelem
autlizas os dacos e mazerials co etades, exclusivamente para os fins propestos no referida arojeto do pesquisa.

Belo Horizonte, 25 ce ebril de 2019,

Prof. Apa Liiciz Rime-ite Starfing
Cdordensdora Académica
Nislea de AgEes e Pesquisa @m Apoio Diagndstico
Faculdade de Medic na
Universidade Federal de Minas Gerais

Universidade Federal de Minas Gerais

Muclen di Aphes o Prsquisa em Apcio Digzndstico da Faculdade dz tedic ha da UFNG

fw. Alfrzdo Balora, 195 5¢ andar - S2rta EARSEIA - CHP: AD120-100 delo Horizote - MG E‘}Cﬁ%gé?ﬁ A UF#G
Fore. |31} 3 500 Fanc: 111} 1903-8367 - =-mall: nupad@medicina. Jimg be CUEMG - —
Siter wwnne Lreckna.ung.br
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ANEXO B — Parecer de aprovacgao do COEP

UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n®. ETIC 392/07

Interessado(a): Profa. Ivani Novato Silva
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina/lUFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 29 de agosto de 2007, o projeto de pesquisa intitulado "Implantagio
de Programa de Triagem Neonatal para Hiperplasia Congénita da
Supra-Renal no Sistema Publico de Satide” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Dram&rmm Perez Garcia

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 ~ Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 ~ Cep31270-90] — BH-MG
Telefone: (031) 3499-4592- FAX: (031)3499-4516 - e-mail: pIpgi@coep.ufme br
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ANEXO C - Folha de aprovacgéao




