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RESUMO

Objetivo: Analisar a freqiiéncia de individuos afetados e
das formas clinicas da doenca, de acordo com o género e a taxa
de consangiiinidade, em familias com hiperplasia adrenal
congénita (HAC) por deficiéncia da enzima 21-hidroxilase,
forma cldssica (HAC-D21-OHC).

Métodos: A casuistica foi composta por 58 familias com 79
individuos afetados (67 vivos e 12 mortos) com pais normais e
pelo menos um filho afetado vivo com diagndstico comprovado
da doenca. A freqiiéncia de individuos afetados foi avaliada pelas
técnicas de Haldane e Hogben, com andlise por sele¢io truncada.
Também foram avaliadas a hist6ria parental de consangiiinidade e
afreqiiéncia de homozigose de mutagoes no gene CYP21 A2, bem
como a forma clinica da doenca e a distribuicdo por género.

Resultados: Dez familias apresentaram hist6ria de consangiiini-
dade entre os pais e mais cinco com homozigose no estudo molecular.
A freqiiéncia de individuos afetados nas irmandades avaliadas foi de
23,5%, semelhante a esperada de 25%; no entanto, com distribuigao
heterogénea. Quanto as formas clinicas, 56 (70%) eram perdedores
de sal 25M:31F) e 23 (30%) virilizantes simples (10M:13F), ndo
sendo observada diferenca na distribuicio entre os géneros.

Conclusdes: Estes dados confirmam que a HAC-D21-OHC
apresenta padrdo de heran¢a monogénica autossdmica recessiva,
com freqiiéncia de 23,5% na irmandade de individuos afetados,
elevada taxa de consangiiinidade e propor¢do semelhante entre os
géneros, porém com distribui¢io heterogénea no niimero de casos
nas irmandades e predominio da forma clinica perdedora de sal.

Palavras-chave: hiperplasia supra-renal congénita; este-
réide 21-hidroxilase; genes recessivos; consangiiinidade.

ABSTRACT

Objective: To analyze the frequency of affected patients,
rate of parental consanguinity and clinical forms of the di-
sease, according to sex in families with congenital adrenal
hyperplasia (CAH) due to 21-hydroxylase deficiency, classic
form (CAH-21-OHD-C).

Methods: 58 families with 79 patients (67 alive and 12
dead) with non-affected parents and at least one affected live
patient with an established diagnosis of the disease by mole-
cular analysis were studied. The frequency of affected siblings
was evaluated according to Haldane and Hogben techniques
by truncated selection. Data about parental consanguinity,
frequency of CYP21A2 homozygosis gene mutation, clinical
form of the disease and sex distribution were also evaluated.

Results: Ten families had parental history of consangui-
nity and other five had homozygosis in the molecular analy-
sis. The frequency of affected children in the kindred was
23.5%, similar to the 25% expected, but the sample showed
a heterogeneous distribution. Among the clinical forms, 56
(70%) patients had the salt wasting form (25 males and 31
females) and 23 (30%) the simple virilizing one (10 males
and 13 females) without difference in sex distribution.

Conclusions: These data confirm that CAH-21-OHD-C
has an autosomal recessive monogenic inheritance, with a high
rate of consanguinity, similar distribution in both sexes, but it
has a heterogeneous distribution of cases among the kindred
with predominance of the salt wasting form.

Key-words: adrenal hyperplasia, congenital; steroid
21-hydroxylase; genes, recessive; consanguinity.
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Introducgao

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) é um erro inato
do metabolismo do cortisol e, em mais de 90% dos casos,
causada pela deficiéncia da enzima 21-hidroxilase (D21-
OH). Trata-se de um dos erros inatos do metabolismo mais
freqiientes nos seres humanos. O bloqueio enzimdtico na
esteroidogénese adrenal acarreta diminuigdo da concentra-
¢do sérica de cortisol e conseqiiente aumento da liberagdo de
hormonio adenocorticotréfico (ACTH) e hormdnio libera-
dor de corticotrofina (CRH), pela redugdo do retrocontrole
negativo, e, sendo assim, produz um estimulo exagerado
do cértex adrenal na tentativa de alcangar as concentragdes
ideais de cortisol no organismo. Como conseqiiéncia desse
processo, ocorre a hiperplasia das adrenais e o acimulo dos
compostos pré-bloqueio enzimdtico, assim como a defici-
éncia dos compostos pés-bloqueio™.

Dependendo da populagio estudada e dos métodos de
diagnéstico, sua freqiiéncia atinge de 1 em 10.000 a 1 em
15.000 nascimentos”. A HAC por D21-OH encontra-se
classificada no Catdlogo de Doengas Mendelianas Humanas
(OMIM 201910) como uma doenga monogénica de heranga
autossdmica recessiva, sendo 25% o risco de recorréncia na
irmandade®.

A doenga pode apresentar-se em duas formas clinicas:
cldssica, subdividida em perdedora de sal e virilizante
simples; e ndo cldssica, subdividida em criptica e tardia"
®. Na forma cléssica virilizante simples, além da producdo
deficiente de cortisol, ocorre também o aumento na pro-
ducdo de andrégenos desde o inicio da gestacdo, causando
ambigiiidade genital em graus variados, com viriliza¢do
progressiva pés-natal no género feminino. A ambigiiidade
genital pode variar desde discreta clitoromegalia até uma
genitdlia francamente virilizada, dificultando o diagnéstico
sexual pelo exame fisico da genitdlia externa, a ndo ser pela
ndo palpagio de gbnadas. Os ovirios e titero desenvolvem-
se normalmente. Quando ndo hd tratamento adequado,
pode surgir pilificacio pubiana precoce e excessiva, acne
e crescimento rdpido, com a ressalva de que, apesar do
excessivo crescimento inicial, h4 fusdo epifisiria precoce e
redugdo da altura final. Além disso, na mulher adulta, pode
ocorrer infertilidade e amenorréia. Nos meninos, a genitdlia
externa é normal ao nascimento, mas a exposi¢ao continua
a altas taxas de andrégenos, sem tratamento, provoca o apa-
recimento precoce dos caracteres secunddrios masculinos,
sem aumento correspondente do volume testicular e baixa

estatura final .
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A forma perdedora de sal corresponde a cerca de 75%
dos casos de D21-OH, ocorrendo o comprometimento da
producio de cortisol e de mineralocorticéides, o que difi-
culta o balango eletrolitico do organismo. Esta forma, além
dos sinais de virilizagdo descritos anteriormente, pode se
manifestar por quadros graves de desidratacdo hiponatré-
mica e hipercalémica, vomitos, acidose metabélica, choque
hipovolémico e 6bito, quando ndo é instituido o tratamento
adequado, até quadros mais leves, nos quais somente sao
identificados o baixo ganho ponderal e as altera¢des labo-
ratoriais eletroliticas’®.

Os estudos genéticos, principalmente de biologia mole-
cular, tém contribuido muito para uma melhor e mais ampla
compreensdo da doenga, tornando disponiveis técnicas preci-
sas e eficientes de diagnéstico e tratamento precoce! 4,

Como a HAC por D21-OH segue um padrdo de heran-
¢a autossdmica recessiva, a incidéncia esperada, em uma
famfilia com pais heterozigotos para o gene CYP21A2,
deveria ser 25%, observando-se maior niimero de casos

s’ No entanto, nio se

em casamentos consangiiineo
encontram trabalhos na literatura a este respeito. Portanto,
o objetivo do presente estudo foi avaliar a freqiiéncia de
individuos afetados em familias com HAC por D21-OH,
a taxa de consangiiinidade entre os genitores, a freqiiéncia
de homozigotos em familias que apresentaram pelo menos
um membro afetado e a distribui¢do das formas clinicas

segundo o sexo.
Métodos

Foram avaliadas todas as familias com pelo menos um
membro afetado e vivo, com diagndstico clinico, labora-
torial e molecular da forma cldssica de HAC por D21-OH
em acompanhamento no Ambulatério de Endocrinologia
Pedidtrica do Hospital das Clinicas da Universidade Es-
tadual de Campinas (Unicamp)"%'?, Sao Paulo. O estudo
somente foi realizado apés permissdo do responsdvel pelo
paciente e com a assinatura do termo de consentimento
pés-informado aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.

Trata-se de estudo primdrio, com andlise descritiva de casos.
A casuistica foi composta por 58 familias, com 79 pacientes
afetados: 56 (70%) perdedores de sal e 23 (30%) com a forma
virilizante simples. Dos 79 pacientes afetados, 67 estavam vivos
e 12 mortos, 35 eram masculinos e 44 femininos.

Foram avaliadas as seguintes varidveis em relagdao ao caso

indice: sexo, presenca de consangiiinidade entre os pais (quando
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Tabela 1 — Distribuicdo dos dados das 58 familias com HAC
por 21-OHD de acordo com a forma da doenga, sexo e sobre-
vivéncia dos afetados

PS VS

Sexo M__ F M F__ Total
Vivos afetados 19 25 10 13 67
Mortos afetados 6 6 0 0 12
Total 25 31 10 13 79

PS — perdedores de sal; VS — virilizantes simples; M — masculino;
F — feminino

Tabela 2 — Numero total de individuos (afetados ou n&o por HAC
por 21-OHD), numero de individuos afetados (vivos ou n&o) por
irmandade e presenca de consanguinidade relatada pelos pais

F TAC F T A C F T A C
11 1 - 21 2 1 +| 41 2 1 -
2 11 - 2 2 1 - 42 2 1 -
3 1 1 - 23 2 1 - 43 2 1 -
4 1 1 - 24 3 1 - 44 2 1 -
5 1 1 - 25 3 1 - 45 2 1 -
6 1 1 + 26 3 1 - 46 2 2 -
7 1 1 + 27 3 2 - 47 2 1 -
8 2 2 + 28 3 2 +| 48 2 1 -
9 2 1 - 2 3 1 - 49 3 1 -
10 2 1 - 30 4 3 + 50 3 1 -
"M 2 1 - 31 4 2 - 51 3 2 +
12 2 1 - 32 5 1 - 52 5 4 -
13 2 1 - 33 5 1 + 58 4 2 -
14 2 1 - 34 7 3 - 54 4 2 -
15 2 1 - 3% 1 1 - 56 4 3 +
16 2 1 - 36 1 1 - 56 4 2 -
17 2 1 - 37 1 1 - 57 5 2 -
18 2 1 - 38 1 1 - 58 8 3 -
19 2 1 - 39 1 1 -
20 2 1 + 40 1 1 -

Total 147 79 10(+)

F — familia avaliada; T — total de individuos na irmandade; A— nimero
de afetados na irmandade; C — presenca de consanglinidade referida
pela familia

Tabela 3 — Alteragdes moleculares encontradas nos individuos
vivos afetados das 58 familias com HAC por 21-OHD, freqiién-
cia de homozigotos observada e presenca de consanguinidade
referida pelas familias

AF HZ CR CS|AF HZ CR CS
Perdedores de sal | Virilizantes simples
Delecéao 9 2 2 4
Conversao 7 9 1 1
IVS2-13A/C>G 33 9 5 2 |10 1
Q318X 8 1 1 3
IVS2-2A>G 8 2 1 1
172N 6 15 1 1
A8 1
R356W 7 1 2
1757_1758insT 3 2
992_993insA 2
R444X 1
82_83insC 2 1 1
CL6 1
G56R 1
Total 4 16 10 3 |23 3 0 2
ota 39 familias 19 familias

AF — alelo afetado; HZ — homozigoto; CR — consangtiinidade referida
pela familia; CS — consanguinidade suspeita pela alteragao molecular
em homozigose
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os pais informavam parentesco até terceiro grau); nimero e sexo
de irmios, vivos ou ndo; ndmero de irmdos afetados com doenga
comprovada; defini¢do na irmandade da forma clinica da doenca.
Os critérios de inclusdo dos irmdos falecidos como afetados cons-
titufram na existéncia de dados investigativos anteriores & morte
ou se o 6bito tivesse ocorrido por desidratacio ou por choque
hipovolémico nas quatro primeiras semanas de vida“®.

Para averiguar a freqiiéncia de individuos portadores de
HAC por D21-OH foi utilizada a técnica de sele¢do truncada.
A selecdo é definida como truncada quando é feita a partir de
familias com pelo menos um individuo afetado, ndo levando
em consideracdo a possibilidade de existir fam{lias com pais
heterozigotos que tenham somente filhos ndo afetados. Para
andlise da freqiiéncia de individuos afetados foi utilizada a
técnica de Haldane com averiguacdo simples, ou seja, a partir
de individuos encaminhados por doenga e ndo por averigua-
¢do completa feita na comunidade em geral. Para avaliar a
heterogeneidade na distribui¢do de individuos afetados entre
as irmandades foi utilizada a técnica de Hogben"?.

Os dados foram apresentados em tabelas e utilizou-
se o teste do qui-quadrado, com nivel de significAncia
inferior a 0,05.

Resultados

Nio foi observada diferenca estatisticamente significante
na propor¢do de pacientes masculinos e femininos para as
duas formas clinicas (}*=0,01; p=0,92), conforme Tabela
1. Na Tabela 2, sio apresentados os dados de cada uma
das 58 famflias referentes ao niimero total de filhos (vivos
ou ndo), numero de afetados (vivos ou ndo) e presenga de
consangtiinidade relatada pelos pais.

A Tabela 3 mostra os dados moleculares das 58 familias
estudadas, de acordo com a forma clinica da doenga (perde-
dora de sal ou virilizante simples). Nos dez pacientes (todos
perdedores de sal) nos quais os genitores haviam referido
consangiiinidade, houve detec¢do de mutagdes no gene
CYP21A2 em homozigose, o que confirma a consangiiini-
dade. Além disso, em mais cinco familias (trés perdedoras
de sal e duas com a forma virilizante simples), nas quais
ndo havia histéria clinica de consangtiinidade, os achados
moleculares de homozigose levantaram suspeita de consan-
gliinidade entre os pais.

A Tabela 4 mostra os dados das 58 familias estudadas,
excluindo as familias com um afetado, pois apresentam
varidncia igual a zero. Nesta tabela, sio apresentados o

nimero de individuos por irmandade, o nimero observado
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Tabela 4 — Analise dos dados das 58 familias com HAC por 21-OHD para aplicagéo da técnica de Hogben ('

N f a a, o? X*=(a—ae)¥o?
2 24 26 24 X 1,143 = 27,432 24 X 0,122 = 2,928 0,700
3 9 12 9 X 1,297 = 11,673 9 X 0,263 = 2,367 0,045
4 6 14 6 X 1,463 = 8,778 6 X 0,420 = 2,520 10,821
5 4 8 4 X 1,639 = 6,556 4 X 0,592 = 2,368 0,880
7 1 3 1 X 2,020 = 2,020 1X 0,970 = 0,970 0,990
8 1 3 1X2,222=2,222 1X1,172=1,172 0,516
Total 45 66 58,681 12,325 13,952

n — ndmero de individuos nas irmandades; f — nimero de irmandades; a — numero observado de individuos afetados; ae — niumero esperado de

individuos afetados; 0?—variancia; X?— valor do qui-quadrado

de individuos afetados, o nimero esperado de individuos
afetados, a varidncia e o qui-quadrado pela técnica de Hog-
ben"® para o cdlculo da heterogeneidade da distribuic¢do de
casos nas irmandades. Os resultados mostram X’ =9,61,
com 0,02<p<0,05. Sendo assim, por esta técnica, a amostra
apresentou distribuicio ndo homogénea de individuos afe-
tados entre as irmandades.

A Tabela 5 apresenta os dados de individuos afetados
por irmandade nas 58 familias avaliadas e os cdlculos ne-
cessdrios para a aplicagdo da técnica proposta por Haldane.
Para corrigir a interferéncia causada pela averiguacio
simples, o autor propde que seja retirado um individuo
afetado por familia estudada”?. Os resultados mostraram
X’=1,73, com 0,20<p<0,10. Desta forma, por meio desta
técnica, a presente amostra apresentou distribui¢do com-
pativel com doen¢a monogénica, com padrio de heranca

autossdmica recessiva.
Discussao

As principais caracteristicas das anomalias com padrdo de
heranca autossémica recessiva serdo discutidas em relagdo aos
resultados obtidos no presente estudo para a forma cldssica de
HAC por D21-OH.

O reconhecimento de fendtipos recessivos determinados
por genes localizados em autossomos € relativamente f4cil
quando se trata de doencas hereditdrias, pois, apesar das
numerosas condi¢Bes que apresentam este padrdo, elas
geralmente ocorrem em uma freqiiéncia muito baixa na
populacao. Nao parece ser este o caso da HAC por D21-OH,
porque, dependendo da populagido estudada e dos métodos
de diagnéstico, a freqiiéncia da forma cldssica atinge de 1
em 10.000 a 1 em 15.000 nascimentos. Portanto, a fre-
qiiéncia de um alelo seria de aproximadamente 1 em cada
50 a 60 individuos sadios**’®. Este estudo n@o objetiva
comprovar esta freqiiéncia, j4 que ndo tem caracteristicas

epidemiolégicas.
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Tabela 5 — Analise dos dados das 58 familias com HAC por
21-OHD para aplicagéo da técnica de Haldane®

N f Fn a a-f fn-a (a-f)+(fn-a)

1 13 13 13 - - -

2 24 48 26 2 22 24

3 9 27 12 3 15 18

4 6 24 14 8 10 18

5 4 20 8 4 12 16

7 1 7 3 2 4 6

8 1 8 3 2 5 7
Total 58 147 79 21 68 89

n —numero de individuos nas irmandades; f — nimero de irmandades;
a — numero observado de individuos com HCA por 21-OHD

Devido a raridade dos alelos autossdmicos recessivos, a
freqiéncia de individuos que apresentam tais genes é muito
baixa, surgindo com maior probabilidade na prole de casais
consangiiineos, posto que é mais provavel ocorrer a heranga
de um alelo raro a partir de um ancestral comum do que na
populagdo geral. Um dos critérios para reconhecer uma doenga
com padrio de heranca autossdmica recessiva consiste em ve-
rificar se existe ocorréncia maior de casamentos consangiiineos
entre genitores de individuos afetados do que na populagio
geral. Por exemplo, algumas doengas de heranga autossdémica
recessiva como Tay-Sachs (27 a 53%), ictiose congénita (30
a 40%), xeroderma pigmentar (20 a 26%), albinismo here-
ditdrio (18 a 24%) e fenilcetontiria (12 a 15%) apresentam

s®. Em estudo

alta freqiiéncia de casamentos consangiiineo
realizado recentemente no Centro de Assisténcia Integral a
Satide da Mulher da Unicamp, foi encontrada uma taxa de
3% de consangiiinidade entre os pais de recém-nascidos com
diversas anomalias congénitas’?. Na presente amostra de 58
familias com a forma cldssica de HAC por D21-OH, observou-
se freqiiéncia de consangiiinidade que variou de 10/58 (17%,
consangiiinidade relatada pelos genitores) a 15/58 (26%,
homozigose observada no estudo molecular) entre os genitores
sadios cujas criancas eram afetadas. No entanto, estudos mo-

leculares mais avangados com haplétipos do gene CYP21A2
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seriam necessdrios para confirmar se a origem é comum das
mutagdes em homozigose na prole de casais sem relato de
consangiiinidade. Portanto, apesar da alta freqiiéncia do gene
descrita na literatura, a taxa de consangiiinidade também
parece ser alta para a forma cldssica de HAC por D21-OH.

Um segundo critério para reconhecer doengas com padrdo de
heranga autossdmica recessiva, também decorrente da raridade
dos alelos determinantes, consiste em verificar se tanto os geni-
tores quanto os ancestrais distantes de um individuo afetado sdo
sadios ou assintomaticos. Este dado ndo pode ser comprovado no
presente estudo, pois 0 mesmo partiu da pesquisa de individuos
afetados com pais ndo afetados. No entanto, diante da freqiiéncia
do alelo da forma cldssica de HAC por D21-OH descrita na
literatura e pelo fato de que a doenga, de uma forma geral, ndo
impede a funcdo reprodutiva, ndo seria estranho encontrar filhos
doentes com pelo menos um dos pais afecado® .

Partindo do principio designado no segundo critério, o terceiro
seria verificar a propor¢do de individuos afetados na irmandade de
pessoas com doengas com padrao de heranga autossémica recessiva,
provenientes de casais heterozigotos sem doenca. Esta propor¢io
deve ser de V4 ou 25%, sem desvios significativos. Contudo, na
forma cldssica de HAC por D21-OH existe a possibilidade de
um dos genitores ser afetado (homozigoto) e o outro ndo-afetado
(hetrozigoto). Neste caso, a propor¢io de filhos homozigotos
eleva-se para 50% ou V2. Além disso, se ambos os genitores
forem afetados, a propor¢do de filhos afetados atinge 100% ou
1/1. No presente estudo, somente as irmandades provenientes de
pais ndo afetados foram avaliadas. Deste modo, a propor¢io de
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filhos afetados deveria ser proxima de 25%. A andlise feita pela
técnica de Haldane" mostrou que esta proporgio ndo diferiu
significativamente de 25%, ficando em 23,5%.

Um quarto critério para identificar doengas com padrio
de heranca autossOmica recessiva consiste em verificar a
proporc¢io de individuos afetados e sadios de acordo com o
sexo, na irmandade. Esta propor¢do deve ser semelhante, pois
se trata de uma doenga com heranca autossdmica recessiva
e ndo de uma doenga com heranga ligada aos cromossomos
sexuais. Nosso estudo encontrou propor¢do igual entre os
sexos, diferente do citado na maioria dos estudos feitos antes
do estabelecimento da triagem neonatal paraa HAC. Com a
falta de diagndstico precoce dos homens perdedores de sal,
os mesmos morriam mais do que as mulheres, as quais sdio
diagnosticadas pela ambigiiidade genital, fazendo predomi-
nar as mulheres entre os perdedores de sal%'%.

Portanto, o estudo realizado permite confirmar que a forma
classica de HAC por D21-OH apresenta as caracteristicas de
doenga com padrdo de heranga autossémica recessiva, porém,
com peculiaridades préprias decorrentes da freqiiéncia do alelo
afetado e das caracterfsticas diagnésticas no recém-nascido.
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