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Preconcepcdo de Cinco Casals

AlexandraVIEIRA, SandraPAIVA, CarlaBAPTISTA, LuisaRUAS, JiliaSILVA, Jodo
GONCALVES, Francisco CARRILHO, ManueaCARVALHEIRO

RESUM O

A deficiénciadaenzima21-hidroxilase (21-OH) éresponsavel por cercade 90%-95% dos
casos de hiperplasia congénita da supra-renal (HCSR). Trata-se de uma das doencas
hereditérias de transmissdo autossémica recessiva mais frequentes.

A doencapode apresentar-se de duasformas clinicas: 1— Formacléassica, subdivididaem
perdedora de sal e simplesmente virilizante; 2 — Forma ndo classica ou de expressio
tardia.

A gravidade da doenca correlaciona-se com o grau de actividade enzimética da 21-OH,
que, por suavez, depende do tipo de mutacéo que ocorre no gene CYP21A2.

A hiperplasia congénita dasupra-renal de expressdo tardia(HCSR-T) é aguelaem que o
bloqueio enzimético € menos grave. A clinica € varidvel: pubarca precoce, hirsutismo,
oligoamenorreia, acne, ovarios poliquisticos einfertilidade.

O gold standard para o diagnéstico da HCSR-T consiste na prova do tetracosactideo,
considerando-se diagndstico positivo quando a hormona 17-hidroxiprogesterona (17-
OHP) é superior a10-15 ng/mL. Muitos doentes ndo necessitam de tratamento; mas se
necessario, este consiste essencialmente na administraco de glicocorticdides e anti-
androgéneos.

Dado que tanto individuos afectados como individuos portadores, podem possuir uma
mutac&o grave no gene CYP21A2, e terem descendéncia com a forma cléssica (caso o
parceiro seja também portador de uma mutagdo grave), € mandatorio o estudo genético
do casal. Os autores demonstram a importancia desse estudo genético através de cinco
casos clinicos, cujo denominador comum é o desejo deterem filhos e o elemento feminino
apresentar HCSR-T.

O estudo genético do casal permite 0 aconsel hamento pré-concepgdo adequado e evitao
uso de corticdides ao longo da gravidez, se ndo houver risco de descendéncia afectada
com aforma classica. Este aspecto deve ser tido em conta na programagéo da gravidez
para obviar terapéuticas e receios desnecessarios.
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LATE ONSET CONGENITALADRENAL HYPERPLAS A
DUETO 21-HYDROXYLASE DEFICIENCY
Revision of Literatureand Preconception Genetic Study of Five Couples
Thedeficiency of the enzyme 21-hydroxylase (21-HO) isresponsiblefor about 90%to
95% of al casesof congenital adrenal hyperplasia(HCSR). Thisdisorder isone of the
most frequent hereditary illnesses of autosomal recessive trait.
The illness can be presented in two clinical forms: 1 — classic, subdivided in salt-
wasting form and simplevirilizing form; 2 —nonclassic or late-onset.
The severity of theillnessis correlated with the degree of enzymatic activity of 21-HO,
which depends on the type of mutation that occurs in gene CYP21A2.
Thelate onset congenital adrenal hyperplasiaisthat one wherethe enzymatic blockade
islessintense. Theclinical isvariable: precocious pubarche, polycystic ovaries, hirsut-
ism, oligoamenorrhea, acneand infertility.
Gold standard for the diagnosis of late onset congenital adrenal hyperplasia consists
onthetest of thetetracosactide, consideringitself diagnostic positive when 17-hidroxi-
progesterona (17-OHP) ishigher of 10-15 ng per mL. Many patientsdon’t need treat-
ment; however, if necessary, such atreatment essentially consists on the administration
of glucocorticoids and antiandrogens.
Considering that affected individuals and the carriers may have a severe mutation in
CYP21A2, they can have descendents with the classic form (if their partner isalso a
carrier of a severe mutation), it is mandatory the genetic study of the couple. The
authors illustrate the importance of this genetic study through five clinical cases,
whose common link is the desire to have children, as well as the presence on the
feminine element of late onset congenital adrenal hyperplasia.
The genetic study of the couple allows adequate pre-conception counseling and aso
prevents the use of corticoids throughout the pregnancy (if there's no risk of des-
cendents being affected with the classic form). This aspect must be had in account in
programming the pregnancy, in order to prevent therapeutics and unnecessary

distrusts.

INTRODUCAO

O controlo daactividade do cortex dasupra-renal ocor-
re, primariamente, pelaestimulagéo da hipéfise pela CRH
(Corticotropin Releasing Hormone, hormona libertadora
de corticotropina) segregada pelo hipotédamo. Por suavez,
ahipdfise segregaaACTH que actuano cortex das supra-
renais estimulando a esteroidogénese. A regulagéo entre
0 eixo hipotal amo-hipofise-supra-renais ocorre por um
mecanismo de retrocontrol o negativol-2.,

A hiperplasiacongénitadasuprarrenal (HCSR), umerro
inato do metabolismo do cortisol, transmitido genetica-
mente de forma autossomica recessiva®8, ocorre quando
existe deficiénciade umadas cinco enzimas envolvidas na
biossintese do cortisol, principal glicocorticéide humano
(Figura1)23%15 Umavez que asecrecdo de cortisol esta
diminuida, os niveis de ACTH aumentam (retrocontrolo
negativo) e estimulam a secre¢éo de hormonas da supra-
renal, levando & hiperplasiado seu cortex8.7:10.13.16,17,
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O cortisol é produzido nazonafasciculada, apartir do
colesterol, por umasérie de passagens enziméticasinterli-
gadas. A enzima 21-hidroxilase (21-OH), pertencente ao
grupo de enzimas do citocromo P450, é responsavel pela
conversdo da progesteronaem desoxicorticosteronae pela
conversdo de 17-hidroxiprogesterona em 11-desoxicor-
tisol7:1213.18 A deficiénciade 21-OH é aformamais co-
mum de HCSR, sendo responsavel por cercade 90%-95%
dos casos!+25:7:9.10,12,14.16,19-21 ' Ocorre uma acumul agio
dos precursores que sdo substrato para a 21-hidroxila-
¢a0%17, e estes sio desviados para a via da sintese de
androgéneos’10.1213.17.18 |evando a niveis elevados de
androstenediona, testosterona, dihidrotestosterona e es-
trogéneos aromati zados perifericamente’-13, Os glicocor-
ticoides enddgenos sdo essenciai s para o desenvolvimen-
to e fungéo dameduladasupra-renal 132224 Naauséncia
de cortisol, a organogénese da medula da supra-rena &
severamente alterada, com o consequente défice de cate-
colaminas, principal mente adrenalinal323, O hiperandroge-
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Fig. 1 — Representacéo da esteroidogénese evidenciando-se a biossintese do

18-oxidase

cortisol. As enzimas catalizadoras estéo escritas a azul; aquelas que contribuem
para a formacdo de HCSR estao a negrito. Nesta figura ndo se encontra

representada a proteina Star (steroidogenic acute regulatory protein) que quando
inactiva conduz ao bloqueio da conversdo do colesterol em pregnenolona

nismo e adeficiénciade adrenalina podem causar ou agra-
var o hiperinsulinismo e a hiperleptinémia, que contribu-
em para os varios disturbios metabdlicos observados na
deficiénciade 21-OH13,

DADOSEPIDEMIOLOGICOS

A HCSR por deficiénciade 21-OH é umadas doengas
autossomicas recessivas conhecidas mais frequentes?. A
incidénciadaformacléssicadadoencanapopul agéo cau-
casiana € de cerca de 1:15000 a 1:10000 nados vi-
v0s236.7.17.1825.26 enquanto que a prevalénciadaforma
n&o cléssica é de 0,2%2; contudo, existe umaprevaléncia

levando a uma forma rara e grave de HCSR (Hiperplasia lipoide). A — 17[-
hidroxilase; 17,20-liase; B — aromatase; DHEA — dehidroepiandrostenediona.

significativamente superior entre algumas popul acbes
nomeadamente em judeus A skanazy, hispénicos e jugos-
lavos cuja prevaléncia varia de 1,0% a 3,7%272527_ A
heterozigotia paraadeficiénciade 21-OH-formacléssica
esta estimada em 1/60 em caucasianos ndo judeus3 eem
1/3 em judeus Askanazy 1225,

MANIFESTACOESCLINICAS
A doenca pode apresentar-se em duasformas clinicas:
forma cléssica, subdividida em perdedora de sal (PS) e

simplesmentevirilizante (SV); eforman&o classicaou de
expressio tardia(HCSR-T) 12918,
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A formaclassicasimplesmentevirilizante (SV) caracte-
riza-se por ambiguidade genital nosfetos do sexo femini-
no21213.17.20 e por sinais de virilizago precoce em indivi-
duos do sexo masculino, devido ao excesso de androgé-
neos produzido pelo desvio daviametabdlicado cortisol 7.
Quando ndo tratado, levaavirilizacdo pds-natal progres-
siva, em ambos 0s sexos, com Sinais e sintomas evidentes
de pseudo-puberdade precoce (aumento do pénis sem cor-
respondente aumento testicular, pubarca, hirsutismo, acne,
engrossamento da voz, avanco da velocidade de cresci-
mento e maturag8o esquel ética)121517.20. Os individuos
do sexo feminino, se ndo medicados, apresentam irregula-
ridades menstruais, com ou sem hirsutismol’; aformaSVv
tem sido associada a sindrome de ovario policisticol”.

A fertilidade masculina esta frequentemente diminuida
devido a presenca de tumores adrenais gonadais em 50-
95% dos casos!318.28.29.30 Estes tumores surgem em cé-
lulas que tém propriedades de células adrenai's e de célu-
las de Leydig!3. Devido & sua localizagio no testiculo,
podem causar a obstrugdo dos tubos seminiferos3C. Para
além disso, os esterdides produzidos pelo tumor podem
alcangar acirculacdo interferindo com asecregdo de FSH
e LH pelahipdfise e podem ser tdxicos parao tecido testi-
cular, actuando de modo paracrino, contribuindo para a
disfunc&o testicular®. Os glicocorticdides podem levar &
supressao da secrecdo de ACTH, reducdo do tamanho do
tumor18:20.30 e reversio dainfertilidade, contudo, acirur-
gia pode ser necesséria nos casos que n&o respondem ao
tratamento hormonal 13,

A forma perdedora de sal (PS) corresponde a
75%2%6:121317.1820 dos casos da forma cléssica. Ao nivel
dos 6rgdos genitais externos, a forma PS manifesta-se do
mesmo modo que aforma SV, tornando-se estamais grave,
devido adeficiéncianaproducdo de mineralocorticdidesque
conduz adificuldade de manutencéo do balango electralitico
do organismol®. Pode manifestar-se desde formas graves
com quadro de desidratac&o hiponatrémica, hipercaliémia,
vomitos, acidose metabdlica, choque hipovolémi-
00256121318 e morte, se ndo for ingtituido tratamento ade-
quado, até quadros mais discretos, onde se observa baixa
progressdo ponderal e ateragdes hidroelectroliticas, com
actividade darenina plasmética aumentada. Nestes casos, 0
risco de desidratacéo e choque existe quando esses indivi-
duos s8o submetidos a situactes de stress, sem a adequada
reposicéo de glicocorticoidel 2217, O grau de perdade sal
n&o se correl acionacom o grau de virilizagao1317:31,

NaHCSR-T, o bloqueio enzimético é parcial, ndo ocor-
rendo deficiéncia de cortisol. Os individuos afectados
apresentam manifestacBes de hiperandrogenismo com ini-
cio nafasetardiadainfanciaouinicio daidade adulta?19:13,
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N&o ocorrevirilizago pré-natal 13, Estes doentes podem
apresentar pubarca precoce’17:18,20.2527.32-34 'hjrgytismo
(60%)2:7:18,20.25.27 " gligomenorreia ou amenorreia
(54%) 712.17.18,20.25.27 com ovérios policisticos, acne (33%),
principal mente naformacistica? "-1217.25 engrossamento
da voz, avanco do crescimento e maturacdo esquel éti-
cal®2527 ginfertilidade (13%)1291213202527.35 Agcrian-
¢as, apresentam uma estaturaacimadameédiaparaaidade,
mas aestaturafinal é baixadevido ao encerramento preco-
ce das epifises?®29.36.37_ Cercade 50% das mulheres com
aformanao classi canecessitam de tratamento com gli co-
corticoides paraengravidar13:38:39,

Algumas mulheres ndo apresentam sintomas e muitos
homens permanecem sempre assintométicos® 13, A frequén-
ciadaformando cléssicaentremulherescominfertilidadeou
com sintomas de hiperandrogenismo éde 1-296%11:4041 Egfj-
ma-se que a frequéncia de HCSR-T entre mulheres com
sindrome de ovério policistico sgade 1%-3%2.

Em relagdo aos individuos do sexo masculino com a
formando cléssica, as manifestagdes de excesso de andro-
géneos podem traduzir-se por baixa estatura, oligozoos-
permia’ ediminuico dafertilidade’ 1725, Geralmente, ndo
apresentam diminuic¢éo dafuncdo gonadal e tendem ater
uma contagem de espermatozdides normal1225, Tem-se
verificado resolucdo dainfertilidade e daoligozoospermia
com o tratamento com glicocorticides’ 2,

DIAGNOSTICOLABORATORIAL

O diagndstico clinico deverd ser suportado por dosea
mentos hormonais. Osindividuos com aformacléssicada
doenca, apresentam aumento acentuado de 17-hidroxi-
progesterona (17-OHP) sérica (superior a100 ng/mL)212,
sem aumento de 11-desoxicortisol, com aumento menos
acentuado de dehidroepiandrosterona (DHEA), A4-
androstenediona e testosteronabasais. Osindividuos com
aformando classicapodem apresentar valoresnormaisde
17-OHP, pelo que o gold standard para o diagndstico é a
provade estimulagdo com ACTH sintética (provado tetra-
cosactideo), com medi¢do da 17-OHP apds 60 minu-
tos?71217.25 Embora a maioria dos autores defenda que
estaprovadevaser realizadadurante os primeirosdias do
ciclo menstrual, ha guem defenda que possa ser realizada
em qual quer alturado ciclo?; normalmente, osindividuos
com aforman&o cléssicaapresentam valores de 17-OHP
superiores a 10 até 15 ng/mL 60 minutos apds estimula-
¢&018. Uma concentragéo, apds estimulagéo, de 17-OHP
superior a15 ng/mL 12 é diagndstica de deficiénciade 21-
OHZ2. Muitos portadores tém apenas concentragdes de 17-
OHP ligeiramente aumentadas apds teste de estimul agio?.
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Nasformas PS, verifica-se aindaaumento da activida-

de da renina plasméatica, hiponatrémia e hipercalié-
mial29.12,17,20

TERAPEUTICA

Naformacléssica, osglicocorticoides sdo administra-
dos em doses suficientes para suprimir parcialmente a se-
crecdo de androgéneos pela supra-renal, sem supressao
total do eixo hipotd amo-hipdfise-supra-rena; osminera o-
corticoides sdo administrados paranormalizar os desequi-
librios hidroel ectroliticos e normalizar aactividade dareni-
naplasmatica. A secrecéo fisiol égicade cortisol € decerca
de 6 mg/m%dia’184243 e muitos doentes tém controlo
satisfatorio da producdo de androgéneos com doses de
hidrocortisona de 12-18 mg/m?/dia dividido em duas ou
trés tomas diérias®1318, conseguindo-se melhor controlo
quando adosagem é mais el evada natomada manhal318,
A concentracdo de androgéneos da supra-renal apds o
inicio damedicago diminui mas ndo deve ser suprimida
abaixo dos valores normais devido ao risco de sindrome
de Cushing iatrogénico?.

A hidrocortisona € o corticéide de escolha durante a
infancia, nadose de 10-20 mg/m?/diadividido em trésto-
mas’ 121744 _Osglicocorticoides de maior duragzo de ac-
¢do, tal como a prednisona (5,0-7,5 mg/dia divididas em
duas tomas) e a dexametasona (0,25-0,5 mg ao deitar ou
dividida em duas tomas) tém sido usados em adultos’+18,
mas devem ser evitados nas criangas pel o risco de supres-
s80 de crescimento? 71213 A eficéciado tratamento € moni-
torizada pelamedic¢do dos niveisde 17-OHP e de andros-
tenediona, tendo sempre em conta a sua relagdo com a
alturade administrac&o do corticoide!?18, O objectivo da
terapéutica é administrar amenor dose de glicocorticéide
gue permita supressdo adequada dos androgéneos da
supra-renal e mantenhaum crescimento e desenvolvimento
pubertério normais'?13, Os niveis de 17-OHP devem ser
parcialmente suprimidos paraafaixade 1-10 ng/mL /1218,
Os niveis de androstenediona e testosterona devem ser
mantidos dentro dos valores que estéo indicados para a
idade e género do doentel217,

Nos casos daforma PS é necessério também areposi-
¢do de mineralocorticoide, norma mente com aadministra-
¢&o de fludrocortisona?2C. A dose deve ser gjustada de
modo a manter a actividade dareninaplasmaticano val or
intermédio do intervalo normal2. A dose diéria habitual é
de cercade 100 pg-200 pg”-1213.18 A dose éindependente
do volume corporal, sendo necessério, norma mente, aad-
ministragdo de doses superiores na infancia precoce. O
uso de fludrocortisona em doentes com a forma cléssica

SV érecomendada e permite diminuir as doses de glico-
corticoides’13.18,20.44,

As criangas com a forma PS necessitam frequente-
mente da suplementacdo com cloreto de sodio (1-2 g/
dia)”-1218, A suplementac&o por rotina, normal mente, ndo
é necesséaria apds os 6-12 meses de vida?17; os doentes
devem ser encorgjados ausar livremente o sal, de acordo
com o seu desejo? 18, A ingest&o adicional de sal pode
ser necesséria apds exposicdo ao calor ou a exercicio
intenso?.

Quando existem alteracBes dagenitdliaexterna, torna-
se necessario aintervencao cirdrgica, com clitoroplastiae
introitoplastia, geralmente nos primeiros 12 a 18 mesesde
vida, tentando minimizar problemas psicossociais, permitin-
do umavidasexual normall29, umavez que nfo existem
alteracBes a nivel dos 6rgéos internos.

Os doentes com aforma classica ndo conseguem pro-
duzir uma quantidade de cortisol suficiente em resposta
a0 stress e necessitam de doses elevadas de hidrocor-
tisona (50-100 mg/m?/dia) em determinadas situagbestais
como doencas febris e cirurgia sob anestesia geral 1845,

Muitos doentes com aformanéo classicando necessi-
tam de tratamento, sendo este recomendado apenas para
0S que apresentam sinais e/ou sintomas e o objectivo é
reduzir o hiperandrogenismo22744, O tratamento com
glicocorticéides esta indicado em criangas com excesso
de androgéneos, enquanto as mulheres adultas podem
necessitar detratamento com anti-androgéneos®12, Os anti-
androgéneos devem ser usados com cuidado em conjun-
to com anti-concepcionaisorais porque atravessam apla-
centa?. Quando a gravidez é desgjada, pode ser necessa-
rio ainduc&o daovulagio?’ e aadministracio de glicocorti-
coides que ndo atravessam a placenta (prednisolona e
prednisona)?.

DIAGNOSTICOETRATAMENTO PRE-NATAL

Tém sido desenvolvidos métodos eficazes de diag-
nostico e tratamento pré-natal, com afinalidade de evitar
ambiguidade genital nosindividuos do sexo femininoea
pseudopuberdade precoce no sexo masculino, assim como
as perturbacdes psicossociais que dai advém. O diagnos-
tico e tratamento pré-natal permitem evitar os ébitos nos
casos da forma PS (figura 2)1:29134647 O diagnéstico
pré-natal s6 € possivel por voltada 102 semanaatravés da
biopsia das vilosidades coridnicas® ou, alternativamen-
te, pelaamniocentese & 152182 semanal’. Tem sido docu-
mentado uma alta taxa de abortos espontaneos apos
biopsia das vilosidades coridnicas para diagndstico pré-
natal .
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tratadasduranteagra-
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Fig. 2 — Esquematizacédo da
abordagem/tratamento de
gravidez em casais em risco de
conceberem crianca afectada
com deficiéncia em 21-OH

A mortalidade pré-natal em fetos do sexo feminino com
aforma nao cléssica ndo tratada é elevadal3. Abortos es-
pontaneos ocorrem em cerca de 25,4% nas mulheres ndo
tratadas versus 6,2% nas mul heres tratadas3®.

E desegjavel o aconselhamento genético em todas as
familias afectadas!?. A dexametasonaadministradaagré-
vida melhora a ambiguidade genital nos fetos do sexo fe-
minino afectados’12:1315-18,44,49-52 4ty ayés da supressio
daproducéo excessivade androgéneos!®. E usadaadexa-
metasonaporque estando €inactivadapelallf-hidroxies-
ter6ide desidrogenase’-12:17.18.20.53 A dose recomendada
€20 pg/kg/dia(baseado no peso prévio agravidez) dividi-
daem trés tomas’16-18, sendo a dose méximade 1,5 mg/
dia’"16:18 Estaterapéuticapermite normalizar osniveisde
17-OHP no liquido amnidtico dos fetos afectadost®.

Visto tratar-se de uma doenca autossomica recessiva,
a probabilidade de nascer uma crianga do sexo feminino
afectada, quando ambos os progenitores sdo portadores
de uma mutaggo grave, é de 1/81213.20, para prevenir a
virilizagdo pos-natal, o tratamento pré-natal deve ser ad-
ministrado no inicio da gravidez, antes das 7282 sema-
nas’171848 3 todas as mulheres cujos fetos estdo em
risco de possuirem aformaclassicadadeficiénciaem 21-
OH12, Coloca-se assim uma quest&o ética, pois sete de
oito gravidasirdo receber tratamento desnecessariamente
para prevenir um caso de ambiguidade genital /121348,
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e a hipertensio arteri-
al, documentadas em cerca de 1% das mulheres tratadas
nagravidez12.

ASPECTOSGENETICOS

A investigacao molecular desenvolvidalevou aidenti-
ficac8o no brago curto do cromossoma 6 (6p21.3) de duas
cOpias do gene codificante para a enzima 21-hidroxilase
(21-OH), CYP21A1P e CYP21A2, intercaladas com genes
que codificam proteinas do complemento (C4A e
C4B)717.182554 Apenas 0 CYP21A2 é activo. O CYP-
21A1P, apesar de possuir 98% de homologia com o
CYP21A271517.19.20 n5p tem expressio devido a muta-
¢Oes deletérias adquiridas, sendo, portanto, um pseudo-
gene?>5455 Os quatro genes estdo contidos num seg-
mento de DNA de cerca de 60 Kb, sendo transcritos na
mesmadireccao.

O alto grau de homologia entre as unidades C4B+
CYP21A2 e C4A+CYP21A1Pfacilitaaocorrénciade em-
parel hamento desigual durante ameiose entre 0s cromos-
somas homdlogos e crométides irméas. Deste modo, po-
dem ser formados gémetas com organizacdo dos genes
CY P21/C4 alterada. A deficiénciadaenzima21-OH pode
ser causada entdo por uma deleccdo total ou parcial do
gene CYP21A2, ou pode resultar de um processo de con-
versao génicaem largaescalaou de microconversdes (que
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envolve atransferéncia de mutacGes pontuais), em que o
gene CYP21A2 é convertido (total ou parcialmente) no
pseudogene CYP21A1PL9:56 1-294 dos al€el os afectados
s30 mutagdes espontaneas2. Recombinagdes esponta-
neas entre CYP21A2 e CY P21A 1P sdo detectadas em um
em 103-10° espermatozdides®®57.

V arios estudos tém demonstrado el evada taxa de con-
cordancia entre o gendtipo e o fenétipo em doentes com
asformasmaisligeiras e maisgraves dadoenca, existindo
menor concordanciagendti po-fendtipo nas formas mode-
radas da doenca’-15:31.35.58.59 M uitos doentes sio hete-
rozigotos compostos (tém diferentes mutactes nos dois
alelos) e o fendtipo clinico esta, geralmente, relacionado
com o aelo mutado menos grave 12:131518,31,35,58,59

Asformas, cléssica e ndo classica, estéo associadas a
diferentes gendtipos!1:25:35.60,

O gendtipo daformacléssicageralmente corresponde
a presenca de uma mutagdo grave em ambos os alelos,
com actividade enzimética da 21-OH nula ou inferior a
5%2°. As deleccBes, conversdes extensas, mutagdes de
frameshifts ou nonsense que levam & quase auséncia de
actividade da enzima, esté@o frequentemente associadas a
forma PS8, A mutag&o pontual que ocorre naposicdo -13
do intr&o 2 em que os nucledtiosA/C sdo substituidos por
guanina, € um mutacdo grave que ocorre mais frequente
associadaaformaclassica, aqual originaum splicing anor-
mal e consequentemente uma proteina também anormal
resultante da alteracdo da fase de leitura e de um subse-
quente coddo de terminacdo prematuro?>°6, Muitos do-
entes que sdo homozig6ticos para esta mutagéo tém ni-
veis muito baixos ou ausentes de aldosterona e apresen-
tam aforma PS?>58, Uma mutag&o no ex&o 4 (pl172N),
especificamente associado com aformaV S2°, possui cer-
cade 1%-2% da actividade da enzima’-12:13.18,25.35,60-62
Apesar destabaixaactividade enzimética, elaésuficiente
para permitir a sintese de aldosteronal?225, Na forman&o
cléssica, os individuos apresentam mutagdes suaves em
ambos os alelos ou uma mutagéo grave e uma mutagcdo
suave (compostos heterozigéticos). As mutactes missense
no exdo 7 (V281L)17 eex&o 1 (P30L) est&o predominante-
mente associadas & forma n&o cléssica’-1618.58 e gpre-
sentam cerca de 20-50% da actividade enzimética nor-
mal1225, As mutagBes missense no exao 8 (R339H) eexdo

10 (P453S)16 esto, também, associ adas aformanao clés-
Sica?5:31,58,59,63-66.

Por qué o estudo genético pr é-concepgao?

Diferentes estudos tém demonstrado que 27-76% dos
individuos com a forma né&o cléassica séo portadores de
umamutacio grave num alel 03857, Estesindividuos estdo

em risco de conceber umacriancacom aformacléssicase
0 outro progenitor também for portador de uma mutagdo
grave8, assim, é importante conhecer o genétipo de am-
bos os progenitores para o aconselhamento genéticol?.

A probabilidade calculadade um casal, em que um dos
elementos possui aformanéo cléassicae o outro elemento
édapopulacéo em geral, deter umacriancaafectadacom
aformacléssicaéde 1:480 (ou sgja, 1/60 X ¥2x ¥4), assumin-
do uma prevaléncia de heterozigotia para mutacfes gra-
ves na populacdo geral de 1/607:17:38 e que aproximada-
mente 50% dos individuos com a forma néo cléssica sdo
compostos heterozigdticos portadores de uma mutacao
suave e de umamutacéo grave’38:58.67_ Esta probabilida-
de calculada é significativamente maior que o risco deter-
minado com base naincidénciadaformaclassicaverificada
napopul agio, que é de cercade 1:12000-23000738, A proba-
bilidade de umamulher com aformanéo classicater uma
criangacom aformanao cléssicaserdmuito maior porque
a percentagem de portadores para mutacGes suaves na
populagdo geral éde cercadecercade 1:1638.63.68 Asgim,
existeumaprobabilidadede 1:32 (ou sgja, /16 x /1 x¥2) de
um dos pais com aformando classica de ter uma crianca
com amesma patol ogia, comparadacom umaprevaléncia
napopul agio geral de 1:400-200038:63.68,

A verdadeirafrequénciadasformasclassicaendo clés-
sicaentre os recém-nascidos de pais com aformando clés-
sica, provavelmente é superior acal culada, principa mente
em algumas comunidades, em que existe uma tendéncia
para casar entre elementos do mesmo grupo étnico3e.

Um estudo recente®8 sugere que a prevalénciadafor-
ma cléssica entre recém-nascidos de mulheres com afor-
manado cléssicaé de cercade 2,5%; apreva énciadaforma
ndo cléssica entre criancas com maes com a forma néo
cléssica, ainda segundo este estudo, é de cercade 15%3.
O diagndstico e o tratamento precoces das criangas com a
forma néo cléassica pode diminuir o risco do desenvolvi-
mento das manifestaces clinicas de hiperandrogenismo
emelhorar aestaturafinal 38, contudo existem dadosinsu-
ficientes paraverificar aeficéciae segurancado tratamen-
to em criangas assintométicas*.

Orastreio hormonal através do doseamento de 17-OHP
nao permite detectar aformaclassicanasprimeiras 24h de
vida, uma vez que a 17-OHP est elevada em todas as
criangas; este doseamento deve ser realizado entreas48 h
eas 72 h apds o nascimento™. Podem ocorrer falsos-posi-
tivosentre prematuros e criancas de baixo-peso®1213.18.26.
Por outro lado, podem ocorrer fal sos negativos nos casos
ligeiros da forma cléssica e na forma ndo cléssica®®. O
rastreio do recém-nascido € eficiente no diagndstico da
forma PS mas parece ser menos efectivo naidentificacdo
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dos doentes com formas moderadas da forma classica,
nos quais os fal sos negativos podem atingir os 30%%°.

Estudo genético doscasais

Tendo em conta os estudos e conhecimentos acima
referidos, estudamos cinco casais que pretendiam engra-
vidar. Todas as mulheres apresentavam HCSR-T.

Foi obtidaumaamostrade sangue periféricoem EDTA
doselementosdoscinco casais; apartir dasreferidas amos-
tras extraiu-se o ADN gendmico utilizando o kit MAGNA
Pure LC DNA isolation Kit-Large Volume. Em todos os
casos procedeu-se a pesquisa das nove mutagdes mais
frequentes (Quadro 1). Esta pesquisa foi efectuada por
amplificacdo especificado gene CYP21A2 seguidade mini-
seguenciagdo com iniciadores especificos para cada mu-
taci0’%; os respectivos produtos reaccionais foram de-
tectados num sequenciador automético. Foi redizada a
pesquisa do alelo ndo funcional: deleccdo completa do
gene CYP21A2 (CYP21A2del) e da conversdo do gene
funcional CYP21A2 no pseudogene ndo funcional
CYP21A1P(CYP21A2>CY P21A1P-conv), realizadapor
restricéo enziméticado fragmento de PCR (749f+Tena32f)
com endonuclease Taq | /1.

CASAL1

Mulher de 27 anos, referenciada a Consulta de Endo-
crinologia aos 16 anos e 11 meses por ache com quatro
anosde evolucao, hirsutismo e oligoamenorreia. Menarca
a0s 15 anos. A ecografiapélvicarevel ou ovarios poliquis-
ticos. Analiticamente apresentava FSH: 5,6 mUl/mL (< 9,6);
LH: 13mUl/mL (< 12); Ad-androstenediona: 9,5 ng/mL (0,5-

3,4); DHEA-SO,: 4,1 pg/mL (0,35-4,3); 17-OHP: 20 ng/mL
(0,2-1); Estradiol: 56 pg/mL (10-200); Progesterona: 1,1 ng/
mL (<1,5); PRL: 5,9 ng/mL (< 20); Testosteronatotal: 1,4
ng/mL (0,1-0,9); ACTH: 28 pg/mL (9-52); cortisol: 23 pg/dL
(5-25). A doentefoi medicada com dexametasona 0,5 mg/
diacom melhoriaclinica. Por desgjar engravidar, foi efec-
tuado o estudo molecular do gene CYP21A2 no casal, o
qual revelou duas mutagesno caso index g.711_718del e
0.1688G> T, respectivamente, nosexdes 3 e 7 eamutacdo
g.1688G> T também presente no parceiro. A mutagio
0.711 _718del corresponde umaactividade enzimaticanula
enguanto que a mutacdo g.1688G> T corresponde uma
actividade in vitro da 21-OH de 20-50% rel ativamente a
sua actividade normal e usando, respectivamente, a pro-
gesterona ou a 17-OHP como substrato. A mutacéo
0.1688G>T geramente estd associadaaformanao classi-
cadadeficiénciade 21-OH. O gendtipo da doente € com-
pativel com um déficeparcia de21-OH.

O casal tem um risco de 50% de ter descendentes afec-
tados com a forma n&o cléssica da deficiéncia de 21-OH
pelo que ndo é necessario medicacdo com corticdide du-
rante a gravidez. A gravidez foi induzida com citrato de
clomifeno e processou-se sem intercorréncias. O parto
ocorreu as 40 semanas por cesariana ndo electiva por es-
tado fetal ndo tranquilizador. Nasceu umacrianga do sexo
masculino, 3500 g, saudavel.

CASAL 2

Mulher de 27 anos, referenciada a Consulta de Endo-
crinologia h& alguns meses por hirsutismo e oligoame-
norreia. Analiticamente, apresentava 17-OHP de 3,5 ng/ml

Quadro 1 — Mutagdes pesquisadas no gene CYP21A2. *Numeracdo nucleotidica e da sequéncia de aminoacidos de acordo com

Rodrigues NR, et al (1987). EMBO Journal 6:1653-1661

Descricao da mutacao segundo a base de dados

*M utacdo pesquisada *Alteracdo na proteina do Gene CYP21A2
g.92C>T P31L g.89C>T
0.1VS2-13A/C>G Splicing alternativo 0.655A/C>G
g.711_718del G111_Y113delfs g.707_714del
0.1004T>A 1173N 0.999T>A
0.1688G>T \V282L 0.1683G>T
0.1767_1768insT L308fs g.1762_1763insT
0.1999C>T Q319X 0.1994C>T
0.2113C>T R357W 0.2108C>T
0.2584C>T P454S g.2578C>T
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(0,2-1), pelo quefoi submetidaaprovadetetracosactideo
(250 pg) com doseamentosde 17-OHP de 12,3 ng/mL apds
estimulagdo. Foi medicada com prednisona 2,5 mg/diacom
melhoria clinica. Por desgjar engravidar, foi efectuado o
estudo genético do casal. Este mostrou que o caso index
possui amutagdo g.1688G> T em homozigotiano exéo 7
do gene CYP21A2; ndo foi detectada a conversdo total

do gene CYP21A2 no pseudogene nédo funcional

CYP21A1P nem adeleccdo completado gene CYP21A2.
A andlise molecular que compreendeu a sequenciacao dos
exdesreferidos anteriormente revel ou apresenca, em hete-
rozigotia, de uma conversdo génica parcial que envolve
pelo menos os exdes 1 a 7 do pseudogene CYP21A1P. A
mutac8o g.1688G> T estd associadaaumaactividade enzi-
maéticade 21-OH de 20-50% daactividade normal ; por ou-
tro lado, embora a conversdo génicaparcia detectada na
doente corresponda a um alelo CYP21A2 né&o funcional

associado a uma actividade enzimética nula’, a presenca
damutacdo g.1688G> T deveraconferir adoente umadefi-
ciénciaparcial compativel com aformanao cléssica. Foi

realizada andli se genética semel hante ao parceiro dadoen-
te, aqual revelou, em heterozigotia, aalteragéo g.1641C>
T (p.Ala266Val) aqua corresponde a uma substitui¢cdo
conservativa de aminoécidos. Embora esta alteracao ndo
esteja descrita na base de dados do gene CYP21A2, foi

anteriormente descrita associada & formanéo classicada
doenca’?, por outro lado, tanto quanto se sabe a alteracéo
0.1641C> T aindan&o foi detectadaem homozigotia, nem
associada naformade heterozigotia compostaa umamu-
tacdo grave, pelo que asuarelevanciaclinicaaindano é
conhecida. Complementarmente, estudos de expressdoin
vitro daalteracéo p.Ala266Val, revelaram que esta altera-
¢do aparentemente ndo af ecta a actividade enzimética da
21-OH"2, Assim, o risco do casal vir ater umacriangado
sexo feminino af ectada com aforma cléssicada doenca é
bastante reduzido, apesar disso, entendeu-se encaminhar
o casal para uma consulta de aconselhamento genético.

CASAL 3

Mulher de 31 anos, referenciada a Consulta de Endo-
crinologiaha cercade 4 anos, por hirsutismo e oligoame-
norreiaapesar de medicadacom contraceptivo oral. A eco-
grafiapélvicamostrou a presencade ovéarios policisticos.
Andliticamente apresentavaFSH: 0,9 mUl/mL (< 9,6); LH:
1,3muUl/mL (< 12); Ad-androstenediona: 6,8 ng/mL (0,5-
3,4); DHEA-SO,: 2,8 pg/mL (0,35-4,3); 17-OHP: 23ng/mL
(0,2-1); Estradiol: 22 pg/mL (10-200); Progesterona: 0,7 ng/
mL (< 1,5); PRL: 16 ng/mL (< 20); Testosteronalivre: 3,1
pa/mL (< 3,9); ACTH: 16,6 pg/mL (9-52); Cortisol: 11,4 pg/
dL (5-25). Foi medicada com prednisona 5 mg/dia com

melhoriaclinica. Por desgjar engravidar, foi realizado estu-
do genético do casal. Este mostrou que o caso index pos-
sui ambas as copias do gene CYP21A2 mutadas. Umadas
coOpias possui amutacdo g.IVS2-13A/C>G aqual corres-
ponde a uma mutagdo de splicing que afecta o processa-
mento normal do MRNA sendo considerada umamutagéo
grave, umavez que estd associada a umaactividade enzi-
méticain vitro de 21-OH inferior a5% rel ativamente asua
actividade normal. A outra cOpia do gene possui a muta-
¢80 9.1688G> T a qual esta associada a uma actividade
enziméticade 20 a50% rel ativamente a actividade normal
da 21-OH (mutagéo suave). Assim, 0 gendtipo do caso
index corresponde auma heterozigotiacompostae o mes-
mo dever& conferir-lhe umadeficiénciaparcial de 21-OH
compativel com aformango cléssica. O parceiro dadoen-
te ndo apresentou nenhumadas 9 mutagdes mais frequen-
tes nem qual quer outra alteragéo no gene CYP21A2 com-
pativel com deficiénciaem 21-OH.

CASAL 4

Mulher de 27 anos, referenciada a Consulta de Endo-
crinologia h& cerca de quatro anos por alteractes analiti-
cas referentes a doseamentos da supra-renal. Analitica-
mente gpresentavaDHEA- SO, 3,4 ug/mL (0,35-4,3); Ad-
androstenediona: 2,5 ng/mL (0,5-3,4); 17-OHP: 1,5ng/mL
(0,2-1). Foi submetidaaprovade tetracosactideo (250 pig)
com doseamentos de 17-OHP de 12 ng/mL aposestimula-
¢&0. Foi medicada com contraceptivo oral, com melhoria
clinica. Por desgjar engravidar, foi submetida a estudo
genético. O caso index revelou a presenca da mutacdo
0.1688G> T em heterozigotiano exéo 7 do gene CYP21A2
gue corresponde uma actividade in vitro da 21-OH de
20%-50% da actividade normal; esta tltimamutagdo geral -
mente esta associada a forma néo classica da deficiéncia
de 21-OH. O parceiro dadoente ndo apresentou nenhuma
das nove mutagdes pesquisadas nem o alelo néo funcio-
nal correspondente a deleccdo de CYP21A2 ou a conver-
sdototal de CYP21A2 em CYP21A1P, logo este casal pos-
sui um risco similar ao da populagdo em geral devir ater
descendentes do sexo feminino afectados com a forma
cléssicadadeficiénciade 21-OH.

CASAL 5

Mulher de 27 anos, referenciada a Consulta de Endo-
crinologia aos 24 anos por hirsutismo, oligoamenorreiae
alterac@o de doseamentos hormonais da supra-renal. Ana-
liticamente apresentavaFSH: 1,0 mUl/mL (< 9,6); LH: 4,7
mUI/mL (< 12); DHEA-SO,: 3,2 ug/mL (0,35-4,3); 17-OHP.
18 ng/mL (0,2-1); Progesterona: 8,9 ng/mL (< 1,5); Testos-
teronatotal: 1,1 ng/mL (0,1-0,9); ACTH: 29 pg/mL (9-52);
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Cortisol: 19 pg/dL (5-25). A doentefoi medicadacom hidro-
cortisona 10 mg + 5 mg e acetato de ciproterona, com me-
Ihoriaclinica. Por desgjar engravidar, foi efectuado estudo
genético do casal . Este mostrou que o caso index possui a
mutac&o g.1688G> T em homozigotia no exdo 7 do gene
CYP21A2; este defeito enzimético corresponde aumaac-
tividade enziméticain vitro de 20%-50% daactividade da
enzima 21-OH. O parceiro da doente ndo apresentou ne-
nhuma das nove mutagdes; a pesquisa da mutagcdo com-
pleta do gene CYP21A2 e da conversdo do gene funcio-
nal CYP21A2 no pseudogene ndo funcional CYP21A1P
também foram negativos. Assim, este casal possui umris-
co similar ao da populacéo em geral de vir ater descen-
dentes do sexo feminino afectados com aforma cléssica
dadeficiénciade21-OH.

CONCLUSAO

A HCSR-T éumapatol ogiamuito frequente. Asmulhe-
res com sinais ou sintomas de hiperandrogenismo devem
ser rastreadas para esta patologia. O gold standard parao
diagndstico consiste na prova do tetracosactideo, sendo
considerado o diagndstico positivo quando o valor de 17-
OHP ésuperior al0-15ng/mL.

Asmulherescom HCSR-T portadoras de umamutacdo
grave estdo em risco acrescido de conceberem criangas
afectadas com a forma classica da doenca, caso o outro
progenitor também seja portador de uma mutagéo grave.

O estudo genético do casal permite o aconsel hamento
pré-concepcao adequado e evita 0 uso de corticdides ao
longo da gravidez, se ndo houver risco de descendéncia
afectada com aforma cléassica. Este aspecto deve ser tido
em conta ha programacdo da gravidez, uma vez que ha
relatos de efeitos adversos, tanto paraamée como para o
feto, em gravidezes submetidas atratamento com dexame-
tasona.

Para além disso, 0 estudo genético de ambos os pro-
genitorestambém permite avaliar o risco de conceber uma
crianga com aformanéo cléssica. Isto tem interesse uma
vez que o rastreio do recém-nascido, através do dosea-
mento da 17-OHP, ndo é muito efectivo no diagndstico
das formas menos graves da doenca, cabendo aos pais e
clinicos (tendo em contaa probabilidade da crianca apre-
sentar HCSR-T) estarem atentos as manifestagdesiniciais
desta patologia, sendo assim possivel o diagnostico etra-
tamento atempados.
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