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RESUMO

A triagem neonatal para hiperplasia adrenal congénita (HAC) € importante para
prevencdo de complicacdes nas formas graves da doenca. Um dos principais
problemas durante a sua realizacdo € a deteccdo de criangas que permanecem com
niveis persistentemente elevados de 17-hidroxiprogesterona (170HP), sem
diagnostico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilidade do estudo molecular na
discriminagdo entre as criancas afetadas pela doenca e aquelas com elevagéao
transitoria da 170HP. Foi realizado estudo molecular do gene CYP21A2 pelos
métodos de Southern blotting para pesquisar grandes rearranjos génicos e PCR
alelo-especifico para identificar mutacdes de ponto. Foram selecionadas 33 criancas
(21 do sexo feminino) com tempo médio de seguimento de 3 anos e 5meses, sem
fendtipo da doenca. Dentre elas, 9 eram prematuras, 19 apresentaram
intercorréncias perinatais e 29 (87,8%) eram adequadas para a idade gestacional.
No primeiro exame sérico a mediana da 170HP foi 1680 ng/dL (293-3350), com
valores de referéncia de 72 ng/dl nas meninas e 82 ng/dl nos meninos e se manteve
acima da normalidade, com valores de 171 ng/dl (86-2740) na ultima avaliacao.
Foram detectadas mutacbes em 17 criancas (51,5%), sendo que 7 eram
heterozigotas: 5 com mutacdo do tipo V281L e 2 com Q318X. Em nove foram
encontradas alteracfes compativeis com a forma nao-classica, sem sinais clinicos
da doenca, sendo a V281L a mais frequente em ambos os alelos. No alelo materno
detectaram-se também as mutacdes: -126C>T, -113G>A, -110T>C no promotor do
CYP21A2 de uma crianca e Q318X, em outra. No paterno um paciente apresentou
as alteracbes Ins T, Q318X, R356W, dois a mutagéo 12 splice e outro uma grande
conversdo génica. Uma crianca apresentou a mutacdo Q318X/12 splice, compativel
com a forma classica, porém sem sinais clinicos da doenca, até o0 momento. Um alto
percentual de diagnésticos de HAC foi realizado nos pacientes desta casuistica, 0
que aponta para a relevancia da analise molecular do gene CYP21A2 na elucidagéo
dos provaveis casos falso-positivos durante a realizacdo da triagem neonatal.
Palavras-chave: Hiperplasia Adrenal Congénita. 17-hiperhidroxiprogesteronemia.

Estudo Molecular.
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1- Introducéao

A Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC) decorre da insuficiéncia de enzimas
envolvidas na sintese do cortisol, sendo mais frequente a deficiéncia da 21-
hidroxilase (210HD). A heranca é autossOmica recessiva e as mutacdes
responsaveis pela doenca envolvem o gene CYP21A2, localizado no braco curto do
cromossomo 6, dentro do locus dos genes que codificam o complexo principal de
histocompatibilidade classe 3. As formas clinicas da doenca, classica perdedora de
sal, virilizante simples ou néo classica sédo definidas pela mutacdo que pode ser
encontrada em homozigose ou em heterozigose composta. Nesta Ultima situacao, o
alelo alterado que confere maior grau de atividade enzimatica é o que predomina na

determinacéo do fenétipo™?.

As criangas que apresentam a doenga na forma classica perdedora de sal
apresentam risco aumentado de 6bito nos primeiros meses de vida, principalmente
as do sexo masculino, que ndao apresentam alteracbes na genitalia externa. Os
sinais e sintomas de insuficiéncia adrenal podem passar despercebidos ou serem
confundidos com outras enfermidades neonatais. Além disso, as crian¢gas do sexo
feminino, com alteracbes na genitalia, podem ser incorretamente registradas, com

graves consequéncias futuras>*.

Desta forma, por se tratar de doenca relativamente frequente (1:15000
nascidos vivos; Speiser, 2010) e passivel de ser detectada por meio de dosagem
hormonal (concentracdo da 17-hidroxiprogesterona), ela tem sido incluida nos

programas de triagem neonatal.

Entretanto, um dos principais problemas na realizacdo desta triagem é a
deteccdo de criancas que permanecem com niveis elevados, isolados, de 17-
hidroxiprogesterona (170HP), sem o diagnéstico da doenga, os “falso-positivos”. Tal
fato é observado, principalmente, em recém-nascidos prematuros, de baixo peso ou
com outras intercorréncias perinatais®®. Entdo, estas criancas devem ter
acompanhamento muitas vezes prolongado, até a definicdo do diagnostico ou

normalizacéo das alteracdes bioquimicas, 0 que causa desnecessario estresse.
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Alternativas propostas para minimizar este problema séo adog&o de pontos
de corte de 170HP diferenciados de acordo com o peso de nascimento ou idade
gestacional e coleta de segunda amostra em casos especificos. Mesmo assim,
alguns pacientes permanecem sem elucidacdo diagnodstica, sendo o estudo

molecular do gene CYP21A2 uma opcdo complementar & triagem®"%*,
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2- Objetivo

Relatar a viabilidade e os beneficios do estudo molecular na avaliacdo de
criancas triadas em projeto-piloto de triagem neonatal para HAC no estado de Minas
Gerais, entre setembro de 2007 e maio de 2008, e que mantiveram 0s niveis de

170HP persistentemente elevados.
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3- Casuistica e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e os dados foram obtidos no Nucleo de Pesquisa e
Apoio Diagnostico da Faculdade de Medicina da UFMG (NUPAD). Todos o0s
participantes foram admitidos no estudo apds serem informados sobre a pesquisa e

assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido.

O projeto-piloto de triagem para HAC foi incluido no Programa Estadual de
Triagem Neonatal de Minas Gerais (PETN-MG). A dosagem da 170HP dos recém-
nascidos foi feita na mesma amostra de sangue coletada em papel-filtro (S&S 903°®)
para a triagem de rotina do PETN-MG (hipotiroidismo, fenilcetondria, fibrose cistica e
anemia falciforme) e processada pelo método ELISA (UMELISA 170HProgesterona
Neonatal®; VR-RN (22500 gr): 80 nmol/L; VR-RN (<2500 gr ou pretermos): 160

nmol/L.

As criangas que participaram do projeto-piloto entre setembro de 2007 e maio
de 2008 e que permaneceram com niveis elevados de 170HP até junho de 2011, a
despeito da auséncia de sinais clinicos da doenca, foram convidadas a coleta de
material para estudo molecular do gene CYP21A2. Estes pacientes eram
acompanhados clinicamente por endocrinologistas pediatricos, credenciados ao
programa, no Hospital das Clinicas da UFMG e realizavam dosagens séricas
periodicas de 170HP (RIA; VR: 2-72 e 1-82 ng/dl para sexo feminino e masculino,
respectivamente). Um dos pais das criancas também deveria ter material colhido
para realizacdo de analise de segregacdo de mutacdo, pois segmentos do
pseudogene podem ser transferidos para o gene ativo e, assim, a identificacdo de
duas mutagcbes no DNA de um individuo ndo € o bastante para conclusdo do

diagndéstico molecular.

A andlise do gene CYP21A2 foi realizada pelo Laboratério de Horménios e
Genética Molecular LIM/42 do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (USP).

As amostras de DNA foram obtidas de leucocitos de sangue periférico pelo

procedimento de precipitacdo por sais (salting-out). O DNA foi avaliado por Southern



14

Blotting seguido de hibridacdo in situ com sonda do gene da 21-hidroxilase. Foi
utiizado o Kit SALSA MLPA P050B CAH (MRC-Holland, Amsterdam, The
Neatherlands), que contém oito conjuntos de sondas especificas para os genes
CYP21A2 e CYP21A1P, para confirmar a presenca de grandes rearranjos génicos
(ex. dele¢Bes no CYP21A2 ou grandes conversdes génicas) nas familias estudadas,
onde o propositus teria mutacdes de ponto no estado homozigotico e apenas um dos
pais era heterozigoto para a mesma mutacédo. Todo o gene CYP21A2 , incluindo a
regido promotora, era amplificado por PCR com primers especificos e os produtos

eram submetidos a sequenciamento direto.

ApoOs resultado da analise do gene CYP21A2, os pacientes afetados foram
classificados, genotipicamente, como compativeis com a forma classica ou nao
classica da HAC e reexaminados pelos endocrinologistas pediatricos, para avaliacao
de surgimento de manifestacBes clinicas e necessidade de continuidade do

acompanhamento. Os néo afetados foram orientados e receberam alta ambulatorial.

Para analise estatistica foi utilizado o software Epi info vs 7 para comparacao
das variaveis, o teste t-student para comparacdo de médias e o KW para
comparacao de medianas. Foi considerado o nivel de significancia de 5%.
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4- Resultados

Apoés tempo médio de seguimento de 3 anos e 5 meses, 33 criangcas foram
submetidas ao estudo molecular do gene CYP21A2. Delas, 21 (63,63%) eram do
sexo feminino, sendo a média de idade na primeira coleta de sangue em papel filtro
de 06 dias * 3,19 dias.

O perfil perinatal dos pacientes e maes é apresentado no quadro 1.

Quadro 1- Perfil perinatal dos pacientes estudados

Tipo de parto 70 % (n=23): cesarianos/ 27,7%: prematuros

Idade gestacional Média: 36,93 * 3,32 semanas

Peso de nascimento Média: 2780,75 gramas + 659,33 ; 87,8% eram AIG

Consanguinidade 2 casais; sem histéria de malformagdo; 1 méde heterozigota composta com HAC ndo
classica

e intercorréncias maternas:
Intercorréncias Perinatais
diabetes gestacional, ITU/ nefroliiase, amniorrexe
(19 criancas) precoce, ameaga de parto prematuro, mioma
*intercorréncias RNPT:
Problemas relacionados a prematuridade: sepse
doenga da membra hialina, necessidade de
assisténcia ventilatoria, etc

* intercorréncias RNT: ictericia, aspiragdo meconial,

sofrimento fetal agudo, com asfixia neonatal

Apgar 1 crianca com Apgar de 1° minuto< 7 (RNPT de 28 semanas)

AIG: Adequado para a idade gestacional, ITU: Infeccdo do trato urinario, RNPT: Recém-nascido pré-termo, RNT: Recém-

nascido a termo




A mediana da 170HP em papel -filtro, 114,11 nmol/L (81,27 -197,93), foi
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maior entre 0s prematuros, baixo peso ou com intercorréncias perinatais em relacao
ao grupo total que foi de 106,51 nmol/L (81,27-218,89).

Foi observada grande flutuacéo dos niveis da 170HP sérica durante o

acompanhamento dos pacientes estudados. A figura 1 retrata esta flutuacao entre

afetados pela HAC.

Fig 1- Flutuacdo dos valores de 170HP em pacientes afetados por HAC
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Na tabela 1 sdo apresentados os resultados de 170HP dos diferentes grupos

analisados. Observa-se que a mediana da 170HP, na primeira e na ultima dosagem

sérica, foi significativamente mais elevada nos afetados por HAC.

Tabela 1- Resultados de 170HP dos RN com elevagdo persistente apds triagem

170HP* em papel-filtro | Primeira 170HP* sérica | Ultima 170OHP* sérica
(nmol/L) (ng/dL) (ng/dL)
Heterozigotos (n=07) 97,38 1360 230
(90-218,89) (293-2490) (110-604)
Afetados-HAC (n=10) 100,89 1985 1207
(81,27-197,93) (1580-2990) (88-2740)
Sem mutacdes(n=16) 116,08 1920 107
(87,65-216,39) (780-3350) (86-434)
Grupo total (n=33) 106,51 1680 171
(81,27-218,89) (293-3350) (86-2740)
P valor 0,7018 0,0451 0,0018

*Mediana (Min-Max)

Foram detectadas mutagcdes em 17 criancas (51,5%), sendo que 7 eram

heterozigotas: 5 apresentaram mutacao do tipo V281L e 2 Q318X. Em nove foram

encontradas alteragBes compativeis com a forma néo-classica, sem sinais clinicos

da doenca, sendo a V281L a mais frequente em ambos alelos. No alelo materno

detectaram-se também as mutacdes 126>T, 113G>A, 110T>C no promotor do
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CYP21A2 de uma crianca e Q318X, em outra. No alelo paterno um paciente

apresentou as alteragdes Ins T, Q318X, R356W (cluster), dois a mutagéao 12 splice e

outro uma grande conversao génica. Uma crianca apresentou a mutacao Q318X/12

splice, compativel com a forma classica sem, no entanto, ter sinais clinicos da

doenca.

A mutacdo V281L em homozigose foi encontrada em mée de crianga

heterozigota, caracterizando-a como afetada pela forma néo classica.

pelo estudo do CYP21A2.

QUADRO 2. Caracteristicas clinico-laboratoriais das criangas com

O Quadro 2 resume as caracteristicas dos pacientes com diagnostico de HAC

diagnéstico de HAC pelo estudo

molecular
170HP 12 Ultima Andlise Andlise Anadlise
Caso Sexo 1G PN Idade a papel- 170HP 170HP molecular molecular molecular
(semanas) | (gramas) triagem filtro sérica sérica (AM) (AP) Concluséo
(dias) (nmol/L) (ng/dL) (ng/dL)
1 F 40 3490 5 81,27 2990 1570 V281L V281L NC
2 F 40 4085 7 197,93 1940 2060 V281L InsT, NC
Q318X,
R356W
3 M 38 2830 5 104,86 1580 984 V281L Grande NC
converséo
génica
4 F 38 2420 5 157,88 2220 157 V281L 12 splice NC
5 F 39 3390 8 83,08 1670 1430 126>T, V281L NC
113G>A,
110T>C
6 F 39 2840 3 96,76 1960 88 Q318X 12 splice C
7 M Termo 3525 7 168,82 2180 2740 Ins T V281L NC
8 F 38 2920 7 108,51 2010 400 V281L 12 splice NC
9 F 38 2380 10 82,27 2130 2120 V281L V281L NC
10 F 42 3380 14 84,55 1660 632 V281L V281L NC

IG: ldade gestacional; PN: Peso de nascimento; F: Feminino; M: Masculino; AM: Alelo materno; AP: Alelo
paterno; NC: HAC forma N&o Classica; C: HAC forma Classica
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5- Discussao

A triagem neonatal para HAC tem contribuido para o diagndstico e tratamento
precoces das formas mais graves da doenga. A ocorréncia de “falsos-positivos” pode
resultar de vérios fatores: grandes quantidades de esteréides sulfatados no plasma
dos recém-nascidos, como a 170Hpregnenolona, responsaveis por reacfes
cruzadas nos imunoensaios para 170HP, devido a auséncia de anticorpos
especificos ou o estimulo para o aumento do ACTH devido ao estresse, com
posterior elevacdo da 170HP, em criancas pré-termo ou com intercorréncias
perinatais. A imaturidade renal nestes pacientes, também poderia contribuir devido a
diminuicdo da excrecdo dos metabdlitos da 170HP>®%1° A diferenciacdo, em
criangcas assintomaticas, entre as elevacbes persistentes da 170HP, hiperl7-
hidroxiprogesteronemia (hiperl7OHPemia), decorrentes dos fatores citados e um
defeito enziméatico permanente, compativel com gendtipo de HAC, torna-se dificil.
Além dessas dificuldades, outras podem ocorrer durante o0 acompanhamento das
criancas: como a diferenciacéo da forma perdedora de sal da virilizante simples em
pacientes que iniciaram precocemente o tratamento. Sendo assim, estudos mostram
que, devido a boa correlacdo gendtipo-fenétipo, a busca de mutacdes na andlise
molecular do gene CYP21A2 seria de grande auxilio na elucidacdo de casos

inconclusivos***?,

Em alguns paises a genotipagem para HAC ja é usada como
complementagcdo a triagem neonatal, e o uso da correlacdo genétipo-fenotipo de

7

acordo com a mutacdo encontrada é considerada ferramenta adequada para

consolidacéo diagnéstica™®*41>16:17,

Delecdo do CYP21A2 e grandes conversdes génicas foram inicialmente
descritas na 210HD e posteriormente foram identificadas mutacdes de ponto, por
meio de sequienciamento do gene'*?!. Embora ocorram variages nas diferentes
regides geograficas, na maioria dos estudos séo relatadas 9 mutacbes de ponto
principais, responsaveis pelo quadro clinico, sendo observada oOtima correlagéo

gendtipo-fenétipo™.
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Em estudos na populacdo brasileira, as 3 mutacdes de ponto mais
encontradas foram 12 splice, 1172N e V281L (Mello et al), sendo esta ultima a mais

frequente no presente estudo, tendo sido encontrada em 52,9% de todos os alelos.

Em estudo de correlacdo genotipo-fendtipo para HAC, em coorte brasileira, a
metodologia empregada no estudo foi capaz de identificar mutacbes compativeis em

100% de alelos da forma classica e 85% de alelos relacionados a nao-classica®®.

Um estudo brasileiro do estado de Goias, publicado em 2009, chama a
atencdo para a relevancia da definicdo diagndéstica molecular de 19 pacientes, com
170HP elevada, assintométicos. Em 5 deles (26,3%), foram observadas mutacdes
compativeis com 210HD: 2 com genotipo referente a forma néo classica e 3 a
virilizante simples. Dois meninos apresentaram aceleracdo da velocidade de
crescimento, apls este Ultimo diagndstico e puderam ser prontamente tratados. A
analise molecular também foi importante para evitar e até corrigir 0 Uuso
desnecessario de glicocorticéide, como relatado em menina heterozigota que estava
sendo tratada devido a uma aparente clitoromegalia que, posteriormente, foi

atribuida & prematuridade extrema®®.

No presente estudo, 51,5% das criancas apresentaram pelo menos uma
mutacdo e 30,3% eram afetados pela doenca, percentual discretamente mais
elevado em relacdo ao estudo de Goias™®. Foram também observadas mais
mutacBes relacionadas a forma néo classica (apenas uma em 10 criancas tem
gendtipo da forma classica) e, até o momento, nenhum paciente necessitou
tratamento. Entretanto, o acompanhamento em longo prazo permitira a deteccao de
alteracdes clinicas que requeiram intervencdo medicamentosa em algum deles, e
esta serd iniciada com seguranga, sem atraso OU excessoSs, uma vez que O

diagnéstico ja foi esclarecido.

Além disso, 70 % dos individuos diagnosticados com hiperplasia eram
heterozigotos compostos, todos assintomaticos. A heterozigose composta pode ser
mais frequiente que a homozigose, nos afetados. Como ja foi postulado que o alelo
gue promove maior comprometimento da atividade enzimatica, na forma nao
cldssica, pode influenciar a gravidade do fenotipo, essa identificacdo pode ser

relevante®®.
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Mas o diagnéstico molecular como complementacdo a triagem neonatal nos
pacientes com elevacao persistente da 170HP ainda € controverso. Em estudo
europeu de 2009 ndo foram observadas mutagcbes em criangcas com
hiper17OHPemia persistente, mas todas aquelas com fendétipo do tipo “perdedor de
sal” tinham mutacdes compativeis com a forma clinica'®. Na opinido dos autores,
como a triagem néo tem como objetivo detectar as formas néo classicas da HAC, os
pacientes com essas formas deveriam ser apenas acompanhados para avaliacdo de
sinais de hiperandrogenismo, o que ja € feito naqueles com hiperl7OHPemia.
Adicionalmente, todas as criangas no estudo obtiveram normalizacdo dos niveis de
170HP até o sexto més de vida. Diante desse achado, eles concluiram que a
genotipagem deveria ser evitada nestes casos e teria maior relevancia para

informacéo da gravidade da 210HD.

No presente estudo, ao contrario, as criancas foram acompanhadas por um
periodo muito maior (média de 3 anos e 5 meses) com concentracdes elevadas de
170HP, sem normalizacéo. Este longo tempo de acompanhamento sem definicao
diagnostica causa desconforto para os pais destas criancas e para a equipe de
saude. Além disso, apdés este periodo, diminui a probabilidade de que a

hiperl7OHPemia seja causada apenas por eventos interferentes perinatais.

A identificacdo da 210HD nestas criancas por meio apenas das avaliacfes
hormonais ndo tem se mostrado segura. Ha relatos indicando que somente a
concentracdo de 170HP em papel-filtro ndo é util para diferenciar individuos normais
de doentes e outros nos quais se observou que a 170HP nos falso-positivos foi
significativamente mais baixa que nos doentes, apesar de ter ocorrido sobreposi¢cao
de valores de 170HP entre os dois grupo®’. A sobreposicéo dos valores de 170HP
sérica também €& observada, como ocorreu, no presente estudo, entre todos os
grupos de criancas estudadas, embora as concentracbes de 170HP fossem mais
elevados nas criancas afetadas. Por meio do estimulo com ACTH sintético é
possivel discriminar os individuos heterozigotos para mutagcdes no CYP21A2, que
respondem ao teste com niveis mais altos de 170HP em relagéo as pessoas sem
mutacdes, mas esta discriminacdo ndo se aplica para os valores basais'’ . O teste
de estimulo com ACTH é utilizado, principalmente, para reconhecimento das formas
nao classicas de 210HD, mas pode haver sobreposi¢do de valores, em relacdo aos

pontos de corte para diagnéstico, entre as diferentes formas de hiperplasia®?*#%%3,
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O uso de métodos, para dosagem de 170HP, de maior especificidade, como
a espectometria de massa em tandem associada a cromatografia liquida (CL-
ENEM), pode reduzir o numero de resultados falso-positivos, mas ainda nao os
afasta completamente, uma vez que nao elimina a interferéncia do estresse

ocasionado pelas intecorréncias perinatais na elevacdo da 170HP**%°.

Deste modo como ndo ha, ainda, maneira eficaz para a eliminacdo dos
resultados falso-positivos na triagem neonatal para HAC, a utilizagdo dos métodos
complementares é desejavel para melhorar o manejo dessas criancas. E ainda, para
minimizar o sofrimento familiar relacionado a indefinicdo diagnostica apds a triagem
neonatal e o prejuizo imputado as criancas, devido as coletas frequentes de sangue
para exames laboratoriais e consultas médicas rotineiras. De maior gravidade, mas
infelizmente, de ocorréncia ndo rara, é a instituicdo de tratamento equivocado para

um diagnéstico ndo confirmado, que também poderia ser evitado.

O estudo molecular do gene CYP21A2 aumenta, inevitavelmente, os custos
da triagem, se for realizada rotineiramente. No entanto a andlise aprofundada deve
levar em consideracdo que o estudo molecular poderia diminuir o nimero de
reconvocaces e eliminar a necessidade de novo teste em 88% dos casos’.
Comparando-se a analise molecular com o0 gasto para acompanhamento das
criancas com resultados falso-positivos foram relatados custos de $500 e $848,
respectivamente’. Considerando o relato de tendéncia de normalizacdo da 170OHP
nos primeiros seis meses de vida (Cavarzere et al) mais estudos sdo necessarios
para indicar a época mais adequada para realizacdo da genotipagem com o melhor

custo-beneficio.
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6- Concluséo

De acordo com os resultados apresentados, podemos concluir que o estudo
molecular foi decisivo para o diagnéstico de HAC em 30% das criangcas com 170HP
persistentemente elevada, mostrando-se relevante para nortear o acompanhamento
e evitar instituicdo desnecessaria de terapéutica nessas criancas, além de contribuir
para reducdo do estresse familiar e custos com o acompanhamento relacionado ao

possivel diagnoéstico de HAC nos outros 70%.
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