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RESUMO

O diagndstico da forma néo classica da deficiéncia da 21-hidroxilase (NC-
210H) é realizado na presenca de manifestacdes hiperandrogénicas e
valores da 17-hidroxiprogesterona (170HP) basais >5ng/mL ou p6s-ACTH
>10ng/mL. Apresentamos os casos de duas criangas com pubarca pre-
coce e com diagnoéstico hormonal de forma NC-210H, cujo estudo mole-
cular do gene CYP21A2 confirmou o diagndstico em apenas um caso. Isto
nos levou a reavaliar o diagnéstico hormonal da forma NC-210H atraveés
do estudo molecular em 58 pacientes com 170HP p6s-ACTH >10ng/mL.
Apenas 37 (67%) pacientes tiveram mutagdes identificadas em ambos os
alelos. Nestes, os valores basais da 170HP foram francamente elevados
(>5ng/mL) em 70%, normais em 11% e, nos demais, entre 2 e 5ng/mL. O
menor valor da 170HP p6s-ACTH neste grupo foi de 17ng/mL. Ao analisar-
mos 59 individuos heterozigotos obrigatérios para a deficiéncia da 21-
hidroxilase, observamos dois casos com valores da 170HP p6s-ACTH de 11
e 15ng/mL, respectivamente. Estes dados sugerem que o atual critério
diagnoéstico hormonal da forma NC-210H possa estar superestimando seu
diagndstico. (Arq Bras Endocrinol Metab 2003;47/5:622-631)

Descritores: Pubarca precoce; Deficiéncia de 21-hidroxilase; Forma n&o
classica; 17-Hidroxiprogesterona; Gene CYP21A2

ABSTRACT

Hormonal Criteria for the Diagnosis of Nonclassical 21-Hydroxylase Deficiency
Compared to the Molecular Study of the CYP21A2 Gene.

Diagnosis of the nonclassical form of 21-hydroxylase deficiency (NC-210H)
is based on clinical hyperandrogenism and basal 17-hydroxyprogesterone
(170HP) levels >5ng/mL or >10ng/mL after ACTH-stimulation. We present
two children with precocious pubarche and a hormonal diagnosis of NC-
210H, whose molecular study of the CYP21A2 gene confirmed the diag-
nosis in just one case. After that, we re-evaluated the diagnosis of 58
patients with ACTH-stimulated 170OHP levels >10ng/mL with molecular stud-
ies of CYP21A2 gene. Only 37 (67%) of these patients had mutations
detected in both alleles: basal 170HP levels were >5ng/mL in 70%, normal
in 11% and between 2 and 5ng/mL in the remaining patients. The lowest
ACTH-stimulated 170HP level in this group was 17ng/mL. We then analyzed
59 obligate carriers for 21-hydroxylase deficiency and found two asympto-
matic subjects with ACTH-stimulated 170HP levels of 11 and 15ng/mL,
respectively. Based on these findings, we suggest that the current cut-off
value for ACTH-stimulated 170OHP level overestimates the diagnosis of NC-
210H. (Arg Bras Endocrinol Metab 2003;47/5:622-631)
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OOBJETIVO DESTA APRESENTAGAO E DISCUTIR O diag-
néstico da forma ndo cléssica da deficiéncia da 21-
hidroxilase (NC-210H). Pretendemos discutir os
critérios hormonais propostos na literatura € no nosso
servico para o diagnéstico desta patologia, e como o
diagnéstico hormonal pode ndo ser confirmado pelo
estudo molecular. Para tanto apresentaremos dois casos
clinicos, seguidos da discussdo dos critérios diagnosticos
hormonais e moleculares da NC-210H.

APRESENTACAO DOS CASOS

Caso 1

Paciente do sexo feminino, branca, com 7 anos e 8
meses, com aparecimento de pélos pubianos e acne aos
6 anos de idade. Antecedentes pessoais: hegava uso de
medicacdo; nasceu de parto normal, peso normal e
evoluiu sem intercorréncias até o0s 6 anos.
Antecedentes familiares: filha de pais ndo consangui-
neos, a mée apresentou menarca aos 14 anos.

Exame fisico: altura = 133,9cm (+2 DP), peso =
30kg (0 DP), idade estatural de 9,5 anos, estatura alvo =
159cm. Acne discreta em face (+/++++), auséncia de
pélos axilares, mamas Tanner I, pélos pubianos Tanner |1
e clitéris normal.

Avaliacdo laboratorial: 17-hidroxiprogesterona
(170HP) basal = 26ng/mL, androstenediona =
1,7ng/mL, testosterona = 26ng/dL, estradiol
<13,6pg/mL, LH <0,6Ul/L e FSH <1,0Ul/L
(tabela 1). Idade 6ssea (10O) = 10 anos.

Feito diagnéstico de pubarca precoce devido a
hiperplasia adrenal congénita, forma NC-210H, e
iniciado tratamento com acetato de cortisona,
20mg/m2/dia dividido em 3 doses. Evoluiu com bom
controle hormonal, normalizagdo dos niveis de
androstenediona e testosterona, e controle do avanco da
10. Desenvolveu telarca aos 8,7 anos (10 = 11 anos) e
menarca aos 12,1 anos (10 = 13,5 anos), mantendo ci-
clos menstruais regulares; atingiu a estatura final de
159cm, compativel com a estatura alvo.

Tabelal. Valores hormonais basais das duas pacientes.

Tabela 2. Teste da Cortrosina (250ug EV) no caso 2.

Tempo Cortisol 170HP DHEA Composto S
(ng/dlL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Basal 19 3,9 1,2 5,8

60min 26 14,4 2,4 8,0

Horm®énios Caso 1 Caso 2 Valores
Normais
170HP (ng/mL) 26 2,1 <15
Androstenediona (ng/mL) 1,7 0,4 <0,6
Testosterona (ng/dL) 26 12 <14
DHEA (ng/mL) 2,9 - 3
DHEAS (ng/mL) 536 714 620
Cortisol (ug/dL) 13 7a3l
Estradiol (pg/mL) <13,6 <10 <24
LH (UI/L) <0,6 <0,6 <0,6
FSH (UI/L) <1 <1 <1,0
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O estudo molecular do gene CYP21A2 (21-
hidroxilase) identificou as mutacbes G424S e V281L
em heterozigose composta.

Caso 2

Paciente feminina, negra, de 9 anos, com aparecimen-
to de pélos pubianos aos 7 anos e pélos axilares e ache
aos 8 anos. Negava odor axilar e aumento da veloci-
dade de crescimento. Antecedentes pessoais: nasceu de
parto normal com peso normal e sem outros
antecedentes morbidos; nega uso de drogas.
Antecedentes familiares: filha de pais ndo consangii-
neos, a mae apresentou menarca aos 12 anos.

Exame fisico: altura = 133,5cm (+0,4 DP), peso
= 28kg (0 DP), idade estatural = 9 anos, ache em face
++/++++, pélos axilares ++/++++, mamas T |, pélos
pubianos T 111, auséncia de hipertrofia de clitoris.

Avaliacdo laboratorial: 170HP basal =
2,Ang/mL, androstenediona = 0,4ng/mL, testos-
terona = 12ng/dL, DHEAS = 714ng/mL e valores
pré-puberais de LH, FSH e estradiol (tabela 1). O
teste agudo da Cortrosina evidenciou resposta elevada
da 170HP (14ng/mL, tabela 2). 10 de 11 anos.

Feito diagnostico de pubarca precoce devido a
hiperplasia adrenal congénita, forma NC-210H, e inicia-
do tratamento com acetato de cortisona 20mg/mz2/dia,
havendo normalizagdo do DHEAS e controle do avanco
da 10. A paciente desenvolveu telarca aos 10 anos (10 =
12 anos) e menarca aos 12,4 anos (10 = 13 anos).

O estudo molecular do gene CYP21A2, realiza-
do posteriormente, identificou a mutacéo 12 splice em
um alelo, ndo sendo identificada mutagdo no outro
alelo, mesmo ap6s o seqlienciamento de todo gene.

Na puberdade, foi suspensa a terapia de
reposicdo, os ciclos menstruais permaneceram regu-
lares e a paciente ndo apresentou quadro de hiperan-
drogenismo. Ndo houve comprometimento da estatu-
ra final, que foi igual a estatura alvo, de 157cm.

CRITERIOS DIAGNOSTICOS HORMONAIS E
MOLECULARES DA FORMA NAO CLASSICA DA
DEFICIENCIA DA 21-HIDROXILASE

Dra. Tania A.S. Sanchez Bachega

Foram apresentadas duas pacientes com pubarca pre-
coce. Na primeira, o diagnéstico hormonal foi realiza-
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do através do valor basal da 170OHP e, na segunda, foi
necessaria a realizacdo do teste de estimulo com
ACTH sintético. Entretanto, a biologia molecular
confirmou o diagnéstico hormonal apenas no primeiro
caso. No segundo, ap6s a verificacdo da presenca de
apenas uma mutacdo em heterozigose, suspendemos a
terapia de reposicdo hormonal e a paciente ndo apre-
sentou quadro de hiperandrogenismo.

Essas diferencas entre os dois casos nos motivou
a fazer uma reavalia¢cdo hormonal e molecular dos nos-
sos pacientes com diagnostico de hiperplasia adrenal
congénita, forma NC-210H, baseado exclusivamente
nos critérios hormonais.

A forma NC-210H é uma das doencas
autossdmicas recessivas mais frequientes, incidindo em
aproximadamente 1% da populacdo geral e em 6% das
mulheres com hiperandrogenismo (1). E classificada
em formas sintomética e assintomaética ou criptica. A
primeira se manifesta na infancia por pubarca precoce
e na puberdade ou na vida adulta através de hir-
sutismo, acne, alteracBes menstruais e infertilidade.
Quando as manifestacBes ocorrem nos dois Ultimos
periodos, essa condi¢cdo ndo pode ser diferenciada,
clinicamente, da sindrome de ovérios policisticos
(SOP). A forma assintomaética é diagnosticada, geral-
mente, durante a investigagdo dos familiares de um
paciente afetado, indicada em toda doen¢a com heran-
ca autossdmica recessiva.

O diagnéstico da forma NC-210H ¢é baseado
na combinacdo de hiperandrogenismo e niveis eleva-
dos da 170OHP, basais ou ap6s estimulo com ACTH.
Segundo a literatura, valores basais da 170HP
>5ng/mL confirmam o diagnéstico e valores basais
<2ng/mL, praticamente excluem esta forma clinica de
HAC-210H, sendo o teste de estimulo com ACTH
indicado quando os niveis basais deste hormonio estdo
entre 2 e 5ng/mL (1). Neste teste, é considerado
diagnéstico o valor de pico da 170HP =10ng/mL.
Este valor foi obtido através da média +2DP da
170HP ap6s-ACTH, obtida em heterozigotos obri-
gatorios para a HAC-210H (2). Chamamos a atencao
para o fato de que, na mulher adulta, a avaliacdo da
170OHP deve ser feita sempre na fase folicular do ciclo
menstrual, para evitar a interferéncia da producdo da
170HP da fase IUtea.

Salientamos que esses critérios diagndsticos
foram estabelecidos antes da caracterizacdo molecular
do gene CYP21A2. Com a realizacdo dos estudos
moleculares, observou-se uma sobreposicdo entre os
niveis da 17OHP ap6s-ACTH encontrada em indivi-
duos heterozigotos para mutacdes da forma classica, e
pacientes com diagndstico de forma ndo cléssica. A
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partir deste fato, passou-se a questionar os valores de
170OHP apds-ACTH utilizados para o diagnéstico da
forma néo cléssica.

A deficiéncia da 21-hidroxilase é causada por
mutagdes no gene CYP21A2, o qual, juntamente com
o seu pseudogene CYP21A1P, esta localizado no
braco curto do cromossomo 6, dentro do locus dos
genes que codificam o HLA classe 111 (3,4). Ambos 0s
genes alternam com os genes C4A e C4B que codifi-
cam 0 4° componente do complemento sérico. Entre-
tanto, somente o gene adjacente ao C4B (CYP21A2)
codifica a enzima. O gene CYP21A1P é considerado
um pseudogene porque apresenta mutacdes que impe-
dem que codifique a enzima. Estes genes apresentam
alto grau de homologia entre si, 98% nas sequéncias
exbnicas e 96% nas sequéncias intrbnicas, o que
favorece o emparelhamento desigual durante a meiose,
levando a formacdo de delecBes, conversdes e dupli-
cacBes do gene, sendo este um dos mecanismos que
tornam essa doenca muito frequente.

Na forma NC-210H identificamos, principal-
mente, mutagdes de ponto. Atualmente, existem mais
de 56 mutacdes de ponto descritas e, nos diferentes
estudos populacionais, nove delas sdo as mais fre-
glentes, sendo estas comumente encontradas no
pseudogene. Admite-se que elas sejam transferidas do
pseudogene para 0 gene ativo através de processos de
microconversdo génica (5-7). Os pacientes com
gendtipo definido de forma NC-210OH apresentam,
em geral, uma das seguintes muta¢des de ponto em
pelo menos um alelo: P30L no exon 1, V281L no
exon 7 e P453S no exon 10.

Realizamos o estudo molecular de 58 pacientes
que tiveram diagnéstico hormonal da forma NC-
210H (8). As metodologias utilizadas foram: South-
ern blotting seguido de hibridagdo com a sonda
gendmica do gene CYP21A2 para pesquisar grandes
rearranjos (delecdo do CYP21A2 e grande conversdo
génica), e PCR alelo-especifico para identificar 11
mutacdes de ponto.

As mutacdes mais freqlientes foram: V281L em
42% dos alelos, 12 splice em 7,5%, conversdo e 1172N
em 4,7%, P30L, V281L e P453S em 3,7% dos alelos.
Dos 58 pacientes, 37 (64%) tiveram mutacdes identifi-
cadas nos dois alelos, 13 (22%) tiveram mutacdo iden-
tificada em apenas 1 alelo e 8 (14%) ndo apresentaram
nenhuma mutacdo identificada. Em nosso estudo
populacional de 181 pacientes portadores das dife-
rentes formas clinicas da HAC-210H (9), a forma
NC-210H apresentou menor frequéncia de alelos
com mutac¢es identificadas (77%) do que a forma clas-
sica (97%).
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Dos 58 pacientes com forma NC-210H, foi
possivel analisarmos as caracteristicas clinicas e labora-
toriais de 36 pacientes com genétipo definido, um
caso foi excluido por apresentar fendtipo discordante
do gendtipo (o qual predizia forma virilizante sim-
ples). Trinta e dois eram do sexo feminino e as queixas
mais frequentes foram: pubarca precoce em 39%, hir-
sutismo em 39%, alteragdes menstruais em 33%; em
uma paciente o diagnostico de forma NC-210H foi
devido a presenca de incidentaloma adrenal. Apenas
quatro pacientes eram do sexo masculino: 2 apresen-
taram pubarca precoce e 2 eram assintomaticos. Esses
4 pacientes foram diagnosticados através do estudo
dos familiares de um afetado. Houve uma baixa pro-
por¢do de homens em relagdo as mulheres (1:9), o que
indica, provavelmente, que 0os homens ndo estdo sendo
diagnosticados.

N&o existem caracteristicas clinicas especificas
sugestivas da forma NC-210H, apenas as manifes-
tacBes de hiperandrogenismo: pubarca precoce, acne,
irregularidade menstrual ou infertilidade. Esse diag-
néstico deve ser sempre pesquisado quando estivermos
diante de um caso de hiperandrogenismo ou da pre-
senca de incidentaloma adrenal.

A avaliagdo laboratorial desses 36 pacientes
revelou gque os valores basais de 17OHP foram franca-
mente elevados (>5ng/mL) em 26 pacientes, entre 2
e 5ng/mL em 6 pacientes e <2ng/mL em 4 pacientes.
Portanto, se tivessemos utilizado os critérios sugeridos
pela literatura, segundo 0s quais valores basais da
170HP <2ng/mL praticamente afastam a doenca,
terfamos perdido o diagnéstico de aproximadamente
11% dos casos. Assim, o teste de estimulo com o
ACTH deve ser realizado em todos os individuos com
suspeita clinica da forma ndo cléssica e com valores
basais da 170OHP <5ng/mL.

A forma NC-210H apresenta variabilidade na
sua expressdo clinica e hormonal, que pode ser deter-
minada por diferengas genotipicas. Atualmente, 0s
estudos da deficiéncia da 21-hidroxilase tém dado
importancia a correlacdo do gendtipo com o fenétipo
(5-7,10,11) e, para tanto, as mutacdes sdo divididas
em 3 grandes grupos, de acordo com a atividade enzi-
matica observada em estudos de mutagénese e
expressdo in vitro. O grupo A contém mutacdes que
determinam nenhuma ou minima atividade enzimati-
ca, 0 grupo B contém a mutacdo 1172N que determi-
na atividade de 3 a 7% e o grupo C contem as
muta¢des que determinam uma atividade enzimatica
superior a 18% (P30L, V281L e a P453S).

A maioria dos individuos com hiperplasia adrenal
congénita sdo heterozigotos compostos, isto é, apresen-
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tam mutacBes diferentes em cada um dos alelos, e a
forma clinica no heterozigoto composto é determinada
pelo alelo com maior atividade enzimatica. O gendtipo
dos pacientes com a forma NC-210H ¢ formado pela
combinacdo de mutagdes que causam leve comprometi-
mento da atividade enziméatica em um alelo (Grupo C)
e 0 outro alelo pode conter mutagdes que conferem leve
(Grupo C), moderado (Grupo B) ou severo (Grupo A)
comprometimento da atividade enziméatica. Dentre os
37 pacientes com gendétipo definido, 18 apresentaram o
genétipo A/C, 4 pacientes o genétipo B/C, 15
pacientes o gendtipo C/C e apenas uma paciente teve
um genétipo discordante que predizia uma forma viri-
lizante simples (B/C), a qual foi excluida para a anélise
dos dados clinicos e laboratoriais.

Observamos correlagdo do gendtipo com o
quadro clinico em 98% dos casos da forma NC-210H.
Os afetados de uma mesma irmandade, com genétipos
iguais, apresentaram o mesmo quadro clinico em 2 de 3
familias. Na terceira familia, os irmaos apresentaram
diferentes graus de virilizagdo, e isso pode decorrer de
variacdo individual da sensibilidade dos tecidos aos
andrégenos. Numa quarta familia observamos diferentes
formas clinicas na mesma irmandade (um com forma
virilizante simples e dois com forma NC-210H), que
foi devido ao envolvimento de 3 alelos, a mée era afeta-
da pela forma assintomaética e foi diagnosticada através
de estudo molecular. O caso index, portador da forma
virilizante simples, recebeu um alelo com mutagdo do
grupo A do pai e um alelo com mutacdo do grupo A da
mée, os pacientes com a forma no classica receberam o
alelo do grupo A do pai e o alelo com mutacdo do grupo
C da mée, o que justifica o fato de apresentarem a forma
nao cléssica. A importancia desta situacao é que a maio-
ria dos pacientes sdo heterozigotos compostos, isto é,
apresentam mutacdes diferentes em cada um dos alelos.
Desta forma, mulheres portadoras da forma NC-210H
podem gerar filhos portadores da forma cléssica, o que
pode ocorrer numa frequéncia de 1:600 a 1:1000 de
acordo com os diferentes estudos populacionais (12).
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Figura 1. Niveis de 170HP apds-ACTH em pacientes com
genoétipos C/C e A/C (p<0,05).
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Tabela 3. Valores da 170HP basais e ap6s-estimulo com ACTH em pacientes com a forma nao classica da deficiéncia da
21-hidroxilase, de acordo com o nimero de alelos com mutagdes identificadas.

Alelos |dentificados Pacientes (n)

170HP Basal (ng/mL)

170HP Ap6s-ACTH (ng/mL)

Média + DP Variacao Média + DP Variacdo
Dois (Grupo A/C) 18 17 £ 15 0,4-51 66 + 27,6 24 -121
Dois (Grupo C/C) 15 9,3+7,3 0,3-24 41,6 £24,6 17 - 121
uUm 13 17 £ 23 1,2-82 33 +9,64 12 - 44
Nenhum 8 3+£2 0,3-6,1 46,6 + 46,3 14 - 147

p<0,05 para 170HP ap6s-ACTH VS basal

Analisamos as caracteristicas clinicas dos
diferentes gendtipos da forma néo classica, genoétipos
A/C e C/C, o grupo B/C foi excluido pelo pequeno
namero de casos. Observamos que 0s pacientes com o
genodtipo A/C apresentaram uma tendéncia a terem
sinais de excesso androgénico mais precoce do que 0s
pacientes com gendtipo C/C. Selecionando somente
0s pacientes que tiveram pubarca precoce, 70% apre-
sentaram 0 gendtipo mais severo (A/C). Analisando
também os valores da 17OHP apés-ACTH entre os
dois grupos, o grupo A/C teve valores significativa-
mente maiores do que o grupo C/C, 66£27,6ng/mL
e 41,6£24,6ng/mL (tabela 3), respectivamente (figu-
ra 1). Outros estudos da forma NC-210H que
realizaram a comparacdo do gendétipo com o fendtipo
também observaram uma tendéncia do genétipo A/C
apresentar manifestacdes clinicas de hiperandrogenis-
mo mais precoce do que o grupo C/C (8,12-14).
Com relagdo aos valores da 170HP ap6s-ACTH,
todos estes estudos (8,13,14), exceto o de Speiser e
cols. (12), encontraram valores maiores no grupo A/C
que no grupo C/C. A falta de significado estatistico
no trabalho de Speiser e cols. foi atribuida ao pequeno
numero de pacientes com gendétipo C/C.

Embora o heterozigoto composto tenha o seu
quadro clinico correspondente ao alelo com maior
atividade enzimatica, observamos que o alelo com
comprometimento severo da atividade enzimatica na
forma NC-210H apresenta influéncia na severidade
do fenétipo.

Realizamos um estudo comparando os valores
da 170HP com o nimero de mutacdes identificadas.
Os pacientes foram classificados em 3 grupos: Grupo 2
(mutacdes identificadas nos dois alelos - Grupos A/C
e C/C, n = 33), Grupo 1 (mutagdo identificada em
apenas um alelo, n = 13) e Grupo 0 (sem mutacdo
identificada, n = 8). Os pacientes com genétipo do
Grupo 2 (mutaces identificadas nos dois alelos) tive-
ram valores da 17OHP apés-ACTH significativamente
maiores do que os do Grupo 1 e Grupo O, (tabela 3,
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figura 2). No grupo 2, o menor valor estimulado da
170HP foi de 17ng/mL. Nenhum paciente com
valores de 170OHP ap6s-ACTH <17ng/mL apresenta-
va as 2 mutacdes identificadas. Entretanto, nos grupos
com gendtipo ndo definido (Grupos 1 e 0) havia
pacientes com valores da 170HP ap6s-ACTH
>17ng/mL, o que poderia sugerir a presenca de
mutac¢des novas. Para verificar esta possibilidade, reali-
zamos o seqlienciamento do gene CYP21A2 dos 21
pacientes com gendtipo indefinido e encontramos
mutac¢Bes novas em apenas dois pacientes do grupo 1:
1IVS2 -2 A>G e G424S (15,16).

Em diferentes estudos populacionais que
incluiram namero significativo de pacientes, a forma
NC-210H apresenta maior freqténcia de alelos sem
mutag8es identificadas do que a forma classica
(7,11,17,18). Se considerarmos que 0 menor valor da
170HP ap6s-ACTH em paciente com genétipo
definido foi de 17ng/mL e que ocorre uma alta fre-
gléncia de alelos sem mutacdes identificadas na forma
nao classica, podemos sugerir que o atual critério diag-
noéstico da forma NC-210H (valores da 17OHP apés-
ACTH >10ng/mL) pode estar superestimando este
diagndstico.

Reavaliamos duas de cinco pacientes com
pubarca precoce e diagnéstico hormonal da forma
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Figura 2. Valores de 170HP apds-ACTH em pacientes com
forma néo classica da deficiéncia de 21-hidroxilase com
mutacgOes detectadas em dois, um ou nenhum alelo
(p<0,05).
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NC-210H (valores da 170HP no teste de estimulo
com ACTH de 11 e de 14ng/mL, respectivamente),
com apenas uma mutacdo identificada em hete-
rozigose, mesmo apas seqiienciamento de todo o gene
CYP21A2, e, portanto, com genétipo ndo definido.
Ambas tiveram o tratamento com glicocorticGide sus-
penso na puberdade e ndo apresentaram quadro clini-
co de hiperandrogenismo. Isto sugere que essas
pacientes possuiam um quadro de pubarca precoce
idiopética e eram também heterozigotas para 0 gene
da 21-hidroxilase.

Dessa forma, surge outra questdo: serd que
mutacBes no gene da 21-hidroxilase apenas em hete-
rozigose causam manifestacdes hiperandrogénicas?
Sendo este um aspecto controvertido na literatura
(19,20), estudamos 59 pais de pacientes com as diferen-
tes formas clinicas da deficiéncia da 21-hidroxilase.
Analisamos as manifestacBes clinicas, a resposta da
170HP no teste de estimulo com ACTH e a presenca
de mutacBes no gene CYP21A2 (21). Manifestagdes
hiperandrogénicas foram encontradas em 10% dos
casos, 0 que é uma frequéncia semelhante & encontrada
na populagdo normal. Trinta e dois heterozigotos apre-
sentaram mutac8es do grupo A, 6 do grupo B e 21 do
grupo C. Vinte e trés heterozigotos apresentaram niveis
da 170HP ap6és-ACTH acima do normal
(>4,3ng/mL), tendo o teste de estimulo discriminado
apenas 39% dos heterozigotos. Na tabela 4 esté repre-
sentada a média dos valores basais e ap6s-ACTH nos
heterozigotos de acordo com a atividade enzimatica da
mutacdo. Observamos dois heterozigotos para
mutagdes da forma classica que apresentaram valores
elevados da 170HP ap6s-ACTH, 11 e 15ng/mL
respectivamente. Ambos eram assintométicos e, para
afastar a possibilidade de serem afetados pela forma crip-
tica da doenga, realizamos o seqiienciamento de todo o
gene CYP21A2 e nenhuma outra mutagéo foi identifi-
cada, confirmando apenas o estado de heterozigose.

Concluimos que a heterozigose para deficiéncia da
21-hidroxilase ndo deve ser a causa de manifestacBes
hiperandrogénicas, e que individuos com niveis da 17OHP
apo6s-ACTH entre 4,3 e 10ng/mL ndo devem ser tratados.

Tabela 4. Valores da 170HP (ng/mL) basais e ap6s-ACTH
em heterozigotos obrigatérios de acordo com a atividade
enzimatica da mutacao.

GRUPO Basal Apobs-estimulo
Média + DP Variagao Média + DP Variagao

A 0,89 +0,6 0,2-1,6 41+24 1,0-15

B 0,59 +£0,3 0,2-1,2 35+18 1,8 -11

C 1,20+0,8 0,14-3,1 53+2,6 21-95

P>0,05 para valores de 170HP basais e p6s-ACTH.
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Em resumo, o diagnéstico da forma NC-210H
deve ser sempre suspeitado na presenca de manifes-
tagdes hiperandrogénicas e confirmado através da
dosagem da 170HP. Na nossa casuistica, valores da
170HP p6s-ACTH =17ng/mL foram diagndsticos
desta patologia. Entretanto, para valores da 17OHP
ap6s-ACTH entre 10 e 17ng/mL, estaria indicado
estudo molecular do gene CYP21A2 para diferenciar
heterozigose de forma ndo classica da deficiéncia da
21-hidroxilase.

Confirmado o diagnéstico da forma nédo classi-
ca, a terapia de reposicdo com glicocorticOide esta
indicada para forma sintomética, porém a forma assin-
tomatica deve ser mantida em observacdo. Dos 5 casos
gue acompanhamos com diagndéstico de forma assin-
tomética, 3 desenvolveram manifestacBes: 1 desen-
volveu pubarca precoce e dois apresentaram noédulo
adrenal na idade adulta (<3cm).

O glicocortic6ide deve ser reposto em doses
fisiolégicas, com o objetivo de controlar o hiperandro-
genismo sem afetar a velocidade de crescimento,
preservando a func¢do gonadal, a fertilidade e a estatu-
ra final. Na infancia, deve ser utilizado glicocorticéide
de curta a¢do para ndo inibir a velocidade de cresci-
mento, como o0 acetato de cortisona 18 a
20mg/m2/dia dividido em 3 doses. Nos adultos uti-
lizamos a dexametasona 0,25 a 0,5mg/dia em dose
Unica a noite.

A avaliacdo da eficdcia de tratamento deve ser
feita através de dosagens de androstenediona e testos-
terona e, apesar da adequada supressdo androgénica, a
170HP pode ndo normalizar. A tentativa de nor-
malizar a 170OHP pode implicar em hipercortisolismo.
Selecionando apenas 0s pacientes com pubarca pre-
coce que foram tratados desde a infancia, a terapia de
reposicdo hormonal permitiu que desenvolvessem
telarca e menarca em idades adequadas, e que atingis-
sem a estatura final dentro da variagdo normal para a
estatura alvo.

DISCUSSAO ABERTA

Dr. José Antonio Miguel Marcondes (Médico
Assistente-Doutor do Servico de Endocrinologia
e Metabologia HCFMUSP):

Gostaria de relatar que, no ambulatério de hirsutismo,
onde estudamos somente mulheres adultas, a nossa
experiéncia é a mesma. Observamos que pacientes com
uma resposta menor da 170OHP apresentam apenas
uma mutacdo. O mais importante é que, quando
repetimos a Cortrosina nessas pacientes, a resposta
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muda totalmente; entdo, parece que existe uma varia-
bilidade da resposta da 170HP nesse grupo de
pacientes e ai esti o cuidado do tratamento.

Como é que vocé interpreta isso em uma
paciente que tem uma hiper-resposta e ndo tem
mutacdo? Seria uma mutacdo nova?

Dra. Tania Bachega:

N&o é possivel definirmos, ainda, qual o valor da
170OHP apbs estimulo com ACTH que sera diagnés-
tico. Os critérios anteriores foram estabelecidos antes
do estudo do gene, mas nés sabemos que nao sera
10ng/mL. A nossa hipOtese para as que tém uma
hiper-resposta com gendétipo incompleto é que possam
ter uma mutacdo nova ou em uma outra regido regu-
ladora da transcricdo do gene da 21-hidroxilase, situa-
da no intron 35 do gene C4B. Foi observado in vitro
gque delecbes desta regido diminuem parcialmente a
transcricdo do gene CYP21A2, o que poderia justificar
a apresentacdo clinica da forma néo cléssica.

Dr. Marcelo Cidade Batista (Médico Assistente-
Doutor do Servico de Endocrinologia e
Metabologia HCFMUSP):

Todos os pacientes que tinham duas mutacBes pos-
suiam valores da 17-hidroxiprogesterona acima de
17ng/mL, e vocé fala em outro slide que pacientes
com valores <10ng/mL néo devem ser tratados. E os
com valores entre 10 e 17ng/mL?

Dra. Tania Bachega:

Na verdade, como h& controvérsia na literatura sobre
se a heterozigose para a 21OH causa manifestacdes
hiperandrogénicas, as vezes recebemos pacientes uti-
lizando glicocorticdide por se tratar de um quadro de
hirsutismo associado a heterozigose. N6s ndo concor-
damos com a hipotese que heterozigose causa hiperan-
drogenismo. Se assim fosse, as mées dos pacientes com
forma cléssica, as quais possuem as mutaces com pior
comprometimento da atividade enzimatica, teriam fre-
gléncia maior de hirsutismo do que a popula¢do nor-
mal. Para os pacientes com valores entre 10 e
17ng/mL estaria indicado o estudo molecular, a fim
de se diferenciar heterozigose de forma NC-210H e,
assim, avaliacdo da decisdo terapéutica quanto ao
glicocorticoide.

Dr. Marcelo Cidade Batista:

Se vocé faz um teste de estimulo com Cortrosina e a
resposta € de 13ng/mL, por exemplo, 0 que vocé faz
com esse paciente? Ela € menor que 17ng/mL e maior
gue 10ng/mL.
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Dra. Tania Bachega:
Nesse caso ainda ndo podemos estabelecer uma conduta
mas, pelo critério hormonal, ele teria a forma NC-210H.

Dr. Marcelo Cidade Batista:
N&o pelo seu critério hormonal, mas sim pela literatu-
ra; pelo seu critério hormonal é acima de 17ng/mL.

Dra. Tania Bachega:

Como eu citei, ndo ha dados suficientes para estabele-
cermos um ponto de corte, acima ou abaixo de
17ng/mL. Na casuistica de Yves Morel, o ponto de
corte é de 20ng/mL (dados ndo publicados). No traba-
Iho de Deneux e cols., 0 ponto de corte foi também de
17ng/mL. Avaliar a conduta nos casos de pubarca pre-
coce é mais facil, porque se for uma pubarca precoce
idiopatica, quando se interrompe a medicacdo, ndo
ocorre posterior virilizagdo; o dilema ocorre nos casos de
hirsutismo. Faz-se necessario aumentar 0 Nnosso NUmero
de pacientes estudados para chegarmos a uma definigéo.

Prof. Dr. Walter Bloise (Médico Assistente-Doutor
do Servico de Endocrinologia e Metabologia
HCFMUSP):

Do ponto de vista pratico, quando vocé trata um indi-
viduo com a forma ndo classica, vocé obtém bons
resultados s6 com a depressdo da adrenal? Porque o
gue nds vemos é que nem sempre VOCE consegue,
sendo preciso manter também o ovario em repouso.

Dra. Tania Bachega:

Dependendo da queixa, se € infertilidade ou pubarca
precoce, apenas a terapia de reposicdo com baixas
doses de glicocorticoide é capaz de corrigir essas alte-
racBes. Nos casos de hirsutismo, ele s6é melhora com a
terapia com glicocorticéide quando é leve; nos casos
mais graves, em geral, é necessario o uso de tratamen-
to coadjuvante.

Prof. Dr. Wilian Nicolau (Professor Associado da
Disciplina de Endocrinologia e Metabologia do
HCFMUSP):

O acetato de ciproterona tem algum papel na terapéu-
tica, nesses casos em que se fica em ddvida? Vamos
dizer que, quando vocé utiliza corticéide e tem efeitos
nao desejaveis, vocé tem outra opgcdo, como o acetato
de ciproterona?

Dra. Tania Bachega:

Poderia ser utilizado, mas na realidade a nossa
experiéncia com o acetato de ciproterona é no trata-
mento do hirsutismo severo. O acetato de ciproterona
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tem importante atividade glicocorticéide e, para se evi-
tar problemas de ganho de peso, a dose que utilizamos
é de 50mg/dia nos 10 primeiros dias do ciclo.

Dr. José Antonio Miguel Marcondes:

Eu gostaria de comentar a pergunta do Dr. Marcelo,
que do ponto de vista pratico tem grande importancia
no sentido do que se fazer nas pacientes que tém uma
resposta da 170HP <17ng/mL. No ambulatério de
hirsutismo, em todas as pacientes que foram submeti-
das novamente ao teste da Cortrosina observamos que
a resposta da 17OHP caiu para <10ng/mL ou nor-
malizou.

Dra. Tania Bachega:
E essas sd0 as mesmas que apresentaram o genotipo
nao definido.

Dr. José Antonio Miguel Marcondes:
Nd&o tinham o gendtipo definido, ou tinham apenas
uma mutacéo.

Dra. Tania Bachega:

Quando vocé identifica muta¢des em ambos os alelos,
é simples e, para isto, é importante ter o DNA dos pais
para segregar as mutagfes, pois pode-se ter duas
mutagdes em um alelo. Também é uma boa prética
reavaliar o paciente laboratorialmente quando se iden-
tificou apenas uma mutacéo.

Dr. José Antonio Miguel Marcondes:

O problema é que fazer biologia molecular fora de
grandes centros é invidvel, e entdo temos uma questéo
prética: o que fazer com essas pacientes? Eu acho que
a repeticdo do teste de estimulo com ACTH s6 com
uma dosagem de 17OHP conseguiria, eventualmente,
solucionar o problema. Se a resposta normalizar
(<10ng/mL), o paciente ndo deve ser tratado. Com
relagdo & eficacia do tratamento, na minha experiéncia,
o hirsutismo em geral ndo melhora, a acne melhora em
50% e o distdrbio menstrual melhora em 30% com o
uso de glicocorticéide.

Dr. Marcelo Cidade Batista:

Uma parte dessa variacdo na resposta ao ACTH esta
relacionada ao ensaio que nés utilizamos para dosar a
170HP. Temos acompanhado més a més o coefi-
ciente de variacdo de todos esses horménios, e nao
conseguimos manter um coeficiente abaixo de 20% no
ensaio da 17OHP. Embora esse namero seja muito
alto, ele ndo é um problema especifico do nosso labo-
ratorio. No Ultimo congresso de patologia clinica, o
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Dr. Gilberto Vieira comunicou que o coeficiente de
variacdo do Laboratério Fleury € entre 20 e 30%. Ape-
sar de usarem um método diferente do nosso, a vari-
acdo deles é maior ou igual a nossa. Um coeficiente de
variacdo de 20% significa que um valor de 17OHP de
20ng/mL, pode significar valores de 12ng/mL até
28ng/mL; se repetirmos a dosagem, um valor anteri-
or de 15ng/mL pode ser de 8ng/mL numa segunda
determinacdo. Acredito que esse coeficiente de varia-
cdo alto explique a grande variagdo observada.

Prof. Dra. Berenice Bilharinho de Mendonca
(Professora Associada da Disciplina de
Endocrinologia e Metabologia do HCFMUSP):
Acredito que o erro mais comum é tratar um individuo
que tem um pico de 170HP além do valor de nor-
malidade como se ele fosse um doente. Por isso, tive-
mos esse interesse em estudar individuos com hete-
rozigose. A nossa idéia inicial era saber se, eventual-
mente, o alelo grave daria um pico de 17OHP diferen-
te de um alelo com menor comprometimento da ativi-
dade, j& que os achados da Dra. Ténia, em pacientes
com forma nao cléssica de hiperplasia adrenal congéni-
ta, revelaram que valores de 170OHP p6s-ACTH eram
mais elevados nos pacientes que possuiam um alelo
grave compondo o seu gendtipo. Se isso acontecesse,
nos obrigaria a ter pontos de corte diferentes para
diagnosticar a forma ndo cléssica da hiperplasia adrenal
congénita. Nos estudos dos heterozigotos, isso nao foi
verificado, mostrando que a variabilidade da resposta
da 170HP nos heterozigotos ndo depende apenas do
alelo que o individuo apresenta.

E possivel rever os pontos de corte e os dados hormonais
publicados em trabalhos cientificos que realizaram o
estudo genotipico, para se ter um diagndstico de pre-
cisdo. O que eu gostaria de chamar a atencdo € ndo usar
o valor normal da metodologia para individuos controle,
porque vocé vai tratar praticamente 50% dos individuos
gue sdo heterozigotos. Embora a avaliagdo dos nossos
dados ndo nos permita concluir que o estado de he-
terozigose possa estar associado a hiperandrogenismo,
esta € uma questdo ainda discutida na literatura, e a
pesquisa dessa anormalidade na populacdo de hirsutas
pode levar a conclusdes inadequadas. A prevaléncia de
uma mutagdo no gene que determina a atividade da 21-
hidroxilase é alta na populacdo geral, e a probabilidade
de se encontrar um heterozigoto est4 ao redor de 6% nas
hirsutas. Isto poderia nos levar a conclusdo de que a
heterozigose é causa de hirsutismo, mas o hirsutismo e
hiperandrogenismo ndo sdo encontrados nos hetero-
zigotos obrigatorios. Acreditamos que existem associa-
cOes de diversos fatores na etiopatogenia do hirsutismo.
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Com relagdo ao comentéario do Dr. Marcelo, a nossa
conduta com valores da 170HP entre 10 e 17ng/mL
é realizar o estudo do gene. A importancia de indicar
0 estudo genético baseado no resultado hormonal é
muito grande. Sequenciar o gene CYP21A2 de todos
0s pacientes com suspeita clinica de deficiéncia da 21-
hidroxilase seria muito trabalhoso e oneroso e, além
disso, temos problemas de falso-positivos e ha um
namero grande de polimorfismos. O critério hormo-
nal ainda é prevalente.

Prof. Dr. Marcello Delano Bronstein (Professor
Livre-Docente do Servico de Endocrinologia e
Metabologia do HCFMUSP):

Impressionou-me muito o coeficiente de variagdo indi-
cado pelo Dr. Marcelo. Teoricamente vocé poderia ter
um paciente com 170HP <2ng/mL, mas que teria
indicacdo de realizar o teste da Cortrosina. Em funcéo
desse fato, havendo uma suspeita clinica robusta e, inde-
pendente do nivel basal de 17OHP, devemos fazer o
teste de estimulo com ACTH rotineiramente, ou ndo?

Dra. Tania Bachega:

Como demonstramos, a grande maioria (77%) ja pos-
sui valor basal elevado. Se o basal for <5ng/mL, eu
indico o teste de estimulo. Os que possuiam valores
normais eram 4 pacientes: 2 destes apresentavam pu-
barca precoce e valores basais da 170OHP <1ng/mL.
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