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RESUMO

Objetivos: testar a atividade supra-renal por meio de um estimulo potente sobre sua camada
reticular com o intuito de aferir a atividade da 3b-hidroxiesteréide desidrogenase (38-HSD) e da
21-hidroxilase (210H,).

Métodos: concentragées plasmdticas de 1700H-pregnenolona, 17aOH-progesterona, cortisol,
progesterona, androstenediona, deidroepiandrosterona (DHEA), sulfato de
deidroepiandrosterona (SDHEA) e testosterona livre foram determinadas em 39 mulheres, sendo
13 normais (2 utilizadas como piloto) e 26 com hirsutismo idiopdtico nos tempos O, 12 e 24 horas
apés injecdo de ACTH-depot.

Resultados: entre as mulheres hirsutas, identificamos respostas que permitem indicar qualquer
bloqueio nas diversas etapas da esteroidogénese, conduzindo ao diagnéstico de funcdo supra-
renal diminuida em graus leve/ moderado. As concentracées de 17aOH-pregnenolona partiram
de 2,0 para 24,6 ng/ml, as de cortisol aumentaram de 2,1 para 45,3 e 38,4 ug/dL, as de
17a0H-progesterona sofreram incremento de 50,7 para 346 e 218 ng/dL e os niveis de
progesterona se elevaram de 0,3 para 4,4 e 2,2 ng/ mL. Entre os horménios da camada reticular
verificamos aumento do SDHEA de 274,7 para 495,5 e 505,8 ng/dL, os de androstenediona
de 1,1 para 4,0 e 4,5 ng/mL, os de testosterona livre de 1,3 para 1,8 e 2,7 pg/mL e os de
DHEA de 2,4 para 4,7 e 8,5 ng/ mL. Na avaliagdo individualizada uma paciente revelou defeito
de 3B-HSD e duas outras, provavel defeito de 210H.

Conclusoes: estes achados sugerem que o teste com ACTH-depot pode ser utilizado para excluir
a supra-renal como possivel fonte hiperandrogénica em mulheres com hirsutismo, com ou sem
anovulacdo crénica.

PALAVRAS-CHAVE: 21-hidroxilase. Hirsutismo. Hiperplasia supra-renal. Testes funcionais.

|
Trabalhos Originais

Introducao

Os defeitos de inicio tardio da 21-
hidroxilase (210H), da 11-hidroxilase (110H) e
da 3B-hidroxiesterdide desidrogenase (3B-HSD),
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de causa supra-renal e ovariana, tém sido asso-
ciados a hiperandrogenismo, com ou sem alte-
racdes menstruais, desde 1965, quando Axerold
et al.! descreveram uma paciente com anovula-
cao cronica que poderia apresentar concomitan-
temente varios defeitos de sintese, dentre os
quais o da 3B-HSD. Investigadores tém relatado
uma ligacdo entre este defeito e hirsutismo
idiopatico em até 16% dos casos?. A deficiéncia
da 3B-HSD afeta a sintese de todos os esterdides
supra-renais e ovarianos. Ha um excessivo
acumulo de pregnenolona, 170OH-pregnenolona
(170H-P), deidroepiandrosterona (DHEA) e
androstenediol no sangue. O DNA codificador da
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3B-HSD humana foi recentemente determinado
e seu gene mapeado no cromossomo 13, sendo
esta enzima detectada por técnicas de
hibridizacdo no ovario e na supra-renal do rato*.
No entanto, critérios consistentes para seu diag-
noéstico ainda estdo por ser estabelecidos®. No
homem dois tipos de genes codificam o compo-
nente protéico da 33-HSD. O tipo I é encontrado
na placenta, mamas e pele, ao passo que o gene
do tipo II é achado na supra-renal e ovarios. E
légico supor que a atividade supra-renal seja al-
terada em um ou mais alelos do gene do tipo II,
como é visto na forma classica da doenca. O pon-
to da principal alteracéo seria a regido codificante
ou os éxons-introns do gene do tipo II. Recente-
mente, mutacdes especificas foram identificadas
no gene do tipo II da 3p-HSD em mulheres com
pubarca precoce e adultas com hirsutismo®.

O defeito da 210H foi, até hoje, o mais bem
estudado. Esta deficiéncia é transmitida de for-
ma autossémica recessiva, sendo que homens e
mulheres sao igualmente afetados’. Dupont et
al.® relacionaram o complexo HLA a esta defici-
éncia, o qual se localiza no braco curto do
cromossomo seis e codifica uma série de
antigenos leucocitarios de superficie. Assim, para
forma classica ha maior freqiiéncia do HLA-BW
47; DR7 e para a forma tardia, HLA-B14; DRI1.
Este defeito constitui a desordem autossémica
mais comum na espécie humana’. O defeito da
110H é raro e sua patogénese foi até agora pou-
co estudada. Clinicamente diferencia-se do de-
feito da 210H pela presenca de hipertensdo ar-
terial leve/moderada, nas pacientes com inicio
tardio®.

Estes dados indicam que a patogénese da
diminuicdo da atividade das formas leve/mode-
rada desta enzima, também conhecida como de
inicio tardio ou néao-classica, ainda é bastante
desconhecida. O diagnostico destas enzimopatias
tem sido feito com base no teste de estimulo com
ACTH. O procedimento mais comum € a admi-
nistracdo de 0,25 mg de ACTH endovenoso, se-
guida da avaliacao dos niveis séricos de alguns
hormonios, 30 e 60 minutos apés. Porém, o esti-
mulo causado pelo ACTH sobre a supra-renal
nao € idéntico sobre suas trés camadas. Por este
motivo, supode-se que cada camada teria um fun-
cionamento distinto, respondendo como unida-
des endodcrinas isoladas!®.

A zona reticular e a zona fasciculada res-
pondem de forma diferente as mesmas concen-
tracoes de ACTH. Por outro lado, sabe-se que a
producao de sulfato de deidroepiandrosterona
(SDHEA) e a testosterona néo respondem ao es-
timulo com ACTH e alguns trabalhos nao mos-
tram aumento das concentracoes de androste-
nediona, motivo pelo qual a relacao DHEA/an-
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drostenediona ndo € aceita por todos os autores
como método diagnéstico de defeito tardio de 3p-
HSD!!. Entretanto, outros afirmam que esta re-
lacdo e a relacao 17aOH-pregnenolona/170OH-
progesterona se equivalem!?!3. Para o defeito de
inicio tardio da 210H utiliza-se a dosagem basal
e pos-estimulo com ACTH da 170OH-progestero-
na e a determinacdo do antigeno HLA!.

A interpretacdo do teste com ACTH néo é
unanime na literatura. Temos utilizado o nomo-
grama de New, uma vez que este pode predizer
o genoétipo da deficiéncial>. Na avaliacdo do de-
feito da 110H, a dosagem do composto S(11-
deoxicortisol) basal e pés-estimulo com ACTH
sugere o diagnoéstico®.

Tendo em vista as dificuldades acima apon-
tadas e observando a desproporcao entre a fre-
quéncia dos defeitos enzimaticos e os seus diag-
nosticos, tentou-se neste estudo avaliar a res-
posta das supra-renais a um estimulo mais po-
tente, objetivando com isto diagnosticar estas de-
ficiéncias mais objetivamente em mulheres
hirsutas, anovulatorias ou nao.

Pacientes e Métodos

Foram selecionadas junto ao Ambulatério
de Ginecologia Endécrina da Disciplina de Gine-
cologia da Escola Paulista de Medicina 26 mu-
lheres com hirsutismo, 17 destas com hirsutismo
idiopatico e/ou acne e 9 com associacdo de
sindrome do ovario policistico com irregularida-
des menstruais (Grupo I), e 13 mulheres nor-
mais (Grupo II), sendo que duas delas foram uti-
lizadas como grupo piloto. Irregularidades mens-
truais foram definidas por oligomenorréia ou
amenorréia.

Nenhuma das pacientes estudadas tinha
antepassados oriundos do Mediterraneo e foram
selecionadas ao acaso. As pacientes tinham ida-
de entre 14 e 37 anos e as do grupo controle
entre 24 e 36 anos. Todas as mulheres apresen-
taram um indice de massa corpoérea menor que
2516 assim como ovarios normais ou policisticos
ao exame clinico e ultra-sonografico.

As pacientes nao ingeriram qualquer me-
dicamento por pelo menos trés meses antes da
realizacdo dos testes. Todas se apresentavam em
fase folicular precoce do ciclo menstrual (1° ao
5° dia). O hirsutismo foi classificado pelo indice
de Ferriman e Gallwey!”. Aquelas pacientes com
irregularidades menstruais que sugeriram
anovulacao cronica tiveram dosados os valores
de progesterona no 22° dia do ciclo menstrual.
Valores inferiores a 3 ng/ml foram valorizados.
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O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Escola Paulista de Medicina.

Teste de estimulo com ACTH-depot (Grupo piloto)
Duas mulheres normais foram internadas
e submetidas a protocolo que constava na
ingestdo da 1.0 mg de dexametasona as 22 ho-
ras da noite anterior a realizacdo do teste. As 8
horas da manha do dia seguinte, era adminis-
trado ACTH-depot por via intramuscular apoés
prévia coleta de sangue basal. As pacientes fo-
ram entdo monitorizadas pela puncao de veia
antecubital mantida pérvia entre as coletas por
solucao de heparina 1:10. Foi efetuada coleta de
sangue a cada 4 horas por periodo de 48 horas,
excetuando-se os tempos 32, 40 e 44 horas.

Teste de estimulo com ACTH-depot (Grupos I e II)

Apobs a obtencao dos resultados iniciais fo-
ram escolhidos os tempos 12 e 24 horas, como
os de maior pico de acao hormonal e que foram
confirmados nas pacientes do grupo controle, que
se mantiveram, entretanto, em regime ambula-
torial. Procedimento idéntico foi adotado nas pa-
cientes do grupo de mulheres hirsutas.

Em todas as amostras escolhidas foram
analisados os seguintes hormonios: 170OH-preg-
nenolona, 1700H-progesterona, cortisol, proges-
terona, DHEA, SDHEA, androstenediona e
testosterona livre. Foram também analisadas as
relacoes 1700H-pregnenolona/17aOH-proges-
terona, 1700H-pregnenolona/cortisol e DHEA/
androstenediona. Estes ensaios foram realizados
por radioimunoensaio por quimioluminescéncia,
de acordo com métodos previamente publica-
dOSl&Ql.

Anadlise estatistica

A comparacao dos resultados dos testes la-
boratoriais entre o grupo controle e o de pacien-
tes foi feita pelo teste de Mann-Whitney. Os va-
lores basais e poés-estimulo foram comparados
pelos testes nao-paramétricos de Wilcoxon,
Friedman e Hollander??.

Resultados

Grupo piloto

Em linhas gerais os hormoénios da camada
fasciculada responderam de forma mais inten-
sa e precoce que os hormoénios da camada
reticulada. Houve pico por volta de 4 horas, ma-
nutencao de platd variavel, seguido de queda a
partir de 12 horas. Ja os hormoénios da camada
reticulada obtiveram um aumento menos pro-
nunciado e mais tardio, sendo em 24 horas ob-
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servado seu incremento maximo (Figuras 1 e
2).

Grupos de estudo

Os resultados obtidos nos Grupos I e II es-
tdo sumarizados na Tabela 1 e Figura 3 e 4. Na
Tabela I observa-se incremento de todos os hor-
monios estudados. Os valores dos horménios
produzidos pela camada fasciculada (17aOH-
pregnenolona, 17aOH-progesterona, cortisol e
progesterona) foram significativamente maiores
12 horas apoés a injecdo de ACTH-depot, com in-
crementos percentuais variando entre 426% e
1935%. Ja os hormoénios produzidos pela cama-
da reticular (DHEA, SDHEA, androstenediona e
testosterona livre) obtiveram picos de secrecdo
mais tardiamente, ao redor de 24 horas apos a
realizacao do estimulo.

Nas Figuras 3 e 4 observam-se os valores
individuais dos hormoénios de todas as pacien-
tes estudadas. Em nenhum momento observa-
ram-se diferencas significantes no comportamen-
to de ambos os grupos.

A avaliacédo individualizada dos resultados
mostrou que pelo menos uma paciente do gru-
po preencheu todos os parametros para o diag-
nostico de defeito da 3B-HSD (adaptados de Pang
et al.%). Por outro lado, a avaliacdo dos valores
individuais de 170OH-progesterona e de proges-
terona revelou que duas pacientes (ambas do
Grupo II) poderiam se enquadrar na forma
criptica (assintomatica) do defeito da 210H.
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Figura 1 - Valores absolutos dos niveis de progesterona, 17c.OH-progesterona, 170.0H-
pregnenolona e cortisol em pacientes do grupo piloto apos estimulo com ACTH-depot.
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Figura 2 - Valores absolutos dos niveis de SDHEA, androstenediona, DHEA e testosterona em
pacientes do grupo piloto apés estimulo com ACTH-depot.
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estimulo com ACTH-depot. Os circulos representam os valores individuais de 26 pacientes
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Figura 3 - Valores séricos de 17atOH-pregnenolona, cortisol, 17c:OH-progesterona e progesterona
antes e apds estimulo com ACTH-depot. Os circulos representam os valores individuais de 26
pacientes hirsutas. A area sombreada representa um desvio-padréo ao redor da média de 13
controles.

Discussao

O hirsutismo idiopatico constitui dificil de-
safio diagnostico para ginecologistas e clinicos
em geral. De 10 anos para ca, uma série de pu-
blicacdes tem alertado para a importancia dos
defeitos de sintese, nas suas formas tardias,
como fatores etiologicos na determinacao do
hirsutismo e da anovulacao cronica. Para o diag-
nostico de defeito de 33-HSD, Pang et al.??, esta-
beleceram critérios diagnoésticos na avaliacao de
varios hormonios, utilizando dois desvios-padrao
acima dos niveis dos valores médios para indivi-
duos normais. Recentemente observou-se a pre-
senca de sequiéncias normais dos genes do tipo
I e II em mulheres hirsutas tidas como deficien-
tes da 3B-HSD por parametros hormonais, su-
gerindo que mulheres hirsutas com ou sem
anovulacdo cronica, que apresentavam respos-
tas alteradas ao teste com ACTH, tinham a ativi-
dade periférica da 33-HSD normal?*25. Este dado
indicaria que este defeito poderia na realidade
nao existir e que a supressao da atividade desta
enzima dever-se-ia a acdo dos androgénios ini-
bindo sua atividade, uma vez que esta acao ha
muito € conhecida!. No entanto, estas mutacdes
foram recentemente identificadas®.
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Tabela 1 - Médias dos valores de 170.0OH-pregnenolona (ng/mL), cortisol (mg/dL), 17c.OH-progesterona (ng/dL), progesterona (ng/mL), SDHEA (mg/dL), androstenediona (ng/mL), testosterona
livre (pg/mL), DHEA (ng/mL) e das relagées 17a:OH-pregnenolona/17 o.OH-progesterona, DHEA/androstenediona e 17 o.OH-pregnenolona/cortisol em mulheres hirsutas (Grupo |) e controles

(Grupo Il).
Hormoénio Grupo | Grupo ll
Tempo (h) Tempo (h)

0 12 24 0 12 24
170.0H pregnenolona 2,0 24.6* - 1,9 23,1* -
Cortisol 2,1 453" 38,4 2,9 49,1* 42,5
17a0H progesterona 50,7 346,00 2180 384 3484 192,3
Progesterona 0,3 45* 2,2 0,4 48 1,5
SDHEA 2747 4959 505,8* 196,7 2783 316,4*
Androstenediona 1,2 4,0 45¢ 0,7 2,7 3.1
Testosterona 1,3 1,8 2,7* 0,5 1,2 1,4*
DHEA 25 4,7 8,5 1,8 3,6 57*
170.0H-pregnenolona/17 ouOH-progesterona - 0,7 - - 0,7 -
DHEA/androstenediona - 1,9 - - 1,5
170.0H-pregnenolona/cortisol - 0,5 - - 0,5 -

*p<0,05

Por outro lado, também permanece vivo o
interesse no diagnostico dos defeitos de sintese
de inicio tardio da 210H. Neste trabalho encontra-
mos uma paciente com defeito da 3-HSD, basea-
do em critérios adaptados de Pang et al.?, e pelo
menos duas pacientes com valores de progestero-
na varias vezes aumentados apos ACTH, o que
também poderia sugerir provavel defeito de 210H,
uma vez que este hormoénio também foi utilizado
como marcador da atividade de 210H”. Nao ob-
servamos, entretanto, qualquer diferenca de com-
portamento dos androgénios dosados nas pacien-
tes hirsutas ou anovulatérias crénicas.

As dosagens isoladas de androgénios
basais, principalmente de SDHEA, como
marcadores de defeitos de sintese carecem de
significado, como tende a mostrar a literatura
recente'*?*, fato que também observamos no pre-
sente estudo ao encontrarmos pacientes com
niveis de SDHEA aumentados e sem nenhuma
alteracao poés-estimulo com ACTH-depot, assim
como mulheres com valores aumentados poés-
estimulo e SDHEA normal, apesar de nao serem
portadoras de defeito de 210H ou de 3B-HSD.

Na auséncia de testes genéticos, a neces-
sidade do uso do ACTH diagnoéstico ainda é im-
periosa, pois os valores basais dos varios
hormoénios tém pouca importancia no diagnésti-
co destes defeitos enzimaticos. Azziz e Zacur?®
afirmaram que doses entre 0.1 e 1 mg de ACTH
promovem respostas supra-renais maximas. En-
tretanto, nos surpreendemos com a magnitude
de respostas que o ACTH-depot impds aos
hormoénios da supra-renal, além de estimulo a

todos os androgénios da zona reticular.

O aumento dos niveis dos androgénios
pode se dever a conversao periférica de DHEA
em androgénios, uma vez que em situacoes de
acumulo, esta conversdo, que normalmente é
pequena, passa a ter maior importancia clinica?’.

Em relacao ao padrao menstrual, a litera-
tura mostra que pacientes eumenorréicas eram
portadoras de defeitos de sintese!®?328 As alte-
racoes menstruais podem se dever a presenca
do defeito apenas no ovario destas pacientes e
seriam causadas pela anovulacdo decorrente de
hiperandrogenismo localizado no estroma ovari-
ano.

Nossos resultados mostram que o teste com
ACTH-depot pode ser usado como método diag-
nostico para se triar mulheres hirsutas com ou
sem anovulacdo com eventuais defeitos da
esteroidogénese, a semelhanca do teste venoso.
Parece-nos logica a realizacdo do teste com ACTH-
depot, haja vista o intenso estimulo que proporci-
ona as zonas da supra-renal, especialmente a zona
fasciculada, e também o aumento dos androgéni-
0s, 0 que se evidencia apenas em parte com teste
o venoso. Lau?’, comparou os dois testes e verifi-
cou a semelhanca dos seus resultados. Dai, su-
gerirmos o emprego rotineiro do ACTH-depot para
as pesquisas dos defeitos de sintese, particular-
mente na triagem dos defeitos da 21-OH, utili-
zando valor de normalidade até 1000 ng% apos
estimulo com ACTH. As dosagens hormonais de-
vem ser realizadas 12 horas apods a injecao da
droga. Para a pesquisa do defeito de 33-HSD, uti-
lizamos os seguintes valores: 17aOH-pregneno-
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lona >48,34 ng/mL, 17000H-pregnenolona/
1700H-progesterona >1.37, DHEA >11,55 ng/mlL,
DHEA/androstenediona >2,6 e 170OH-pregneno-
lona/cortisol >0,87.

Portanto, ao se avaliar pacientes com
hirsutismo idiopatico, com ou sem anovulacao
cronica, reafirmamos que as dosagens basais dos
androgénios sao de valor limitado, ao passo que
as que se fazem apods teste com ACTH-depot po-
dem auxiliar na identificacao destes defeitos.
Acreditamos que um estimulo mais potente so-
bre o cortex da supra-renal poderia ajudar a defi-
nir precisamente a existéncia ou nao de deficién-
cias enzimaticas, auxiliando o clinico no tratamen-
to de pacientes hirsutas e especialmente na con-
ducao de mulheres anovulatérias cronicas.

SUMMARY

Purpose: to test the adrenal function by a potent stimulus
to its reticular layer verifying 3B-hydroxysteroid dehy-
drogenase (3B-HSD) and 2I1-hydroxylase (210H)
enzymatic activities.

Methods: plasma concentrations of 1700OH-pregneno-
lone, 17000H-progesterone, cortisol, progesterone,
androstenedione, dehydroepiandrosterone (DHEA),
dehydroepiandrosterone sulfate (SDHEA) and free
testosterone were determined in 39 women, 13 of whom
were normal (2 of them used in a pilot study) and 26 had
idiopathic hirsutism, 0, 12 and 24 h after injection of
ACTH-depot.

Results: among hirsute women, we identified different
responses that could diagnose any blockage in the steroid
pathways leading to the diagnosis of a mild/moderate
decreased adrenal function. The 170OH-pregnenolone
concentrations varied from 2.0 to 24.6 ng/mL, cortisol
values increased from 2.1 to 45.3 and 38.4 ug/dL, 1700OH-
progesterone levels varied from 50.7 to 346 and 218 ng/
mL and progesterone increased from 0.3 to 4.4 and 2.2 ng/
mL. Among the reticular layer hormones a rise of SDHEA
from 274.7 to 495.5 and 505.8 mg/dL, and of androsterone
from 1.1 to 4.0 and 4.5 ng/mL was observed, the levels of
free testosterone increased from 1.3 to 1.8 and 2.7 pg/mL
and the DHEA levels from 2.4 to 4.7 and 8.5 ng/mL. One
patient showed 3B-HSD deficiency and two others a
possible 210H deficiency.

Conclusions: these findings suggest that the ACTH-depot
test could be used to exclude the adrenal gland as the
possible source of hyperandrogenism in women with
idiopathic hirsutism.

KEY WORDS: Hirsutism. ACTH. Adrenal hyperplasia.
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