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RESUMO

A hiperplasia adrenal congénita constitui um grupo de deficiéncias genéticas
enzimaticas que interfere na sintese normal dos esterdides pelo cortex adrenal. A
forma mais comum é a deficiéncia da 21-hidroxilase que conduz a deficiéncia de
cortisol e producéo excessiva de andrégenos adrenais. Suas consequéncias clinicas
sao significativas e incluem insuficiéncia adrenal, genitalia ambigua, baixa estatura e
infertilidade. Os objetivos do trabalho foram investigar os aspectos clinicos a
apresentacdo, os desfechos clinicos ao longo do seguimento e as associacdes
genadtipo-fendtipo dos pacientes portadores de hiperplasia adrenal congénita
acompanhados no Hospital Universitario de Brasilia. Trata-se de um estudo
retrospectivo e longitudinal em que foram levantados os dados clinicos de 29
pacientes com diagndstico clinico e molecular da deficiéncia da 21-hidroxilase. Os
calculos estatisticos foram realizados por meio do aplicativo SPSS 20.0 ou STATA
8.2 e a confeccdo grafica pelo GraphPadPrism 6. Dos 29 pacientes, 19 eram
portadores da forma perdedora de sal e 10 da forma virilizante simples. Houve
correlacao genotipo-fendtipo em 73,7% dos perdedores de sal e 70% dos virilizantes
simples. A puberdade precoce central foi mais prevalente nos individuos virilizantes
simples (66,7%). A mediana da estatura final foi -1,17 DP no grupo dos perdedores
de sal e -2,62 DP no grupo virilizante simples. A dose de hidrocortisona foi
significativamente maior nos dois primeiros anos de vida em relagdo aos anos
seguintes de tratamento. Nao foi demonstrada associacdo estatisticamente
significativa entre o genoétipo e os parametros clinicos neste trabalho. Nao houve
associacao entre baixa estatura e puberdade precoce central, e a mediana da dose
equivalente de hidrocortisona. Nos pacientes com hiperplasia adrenal congénita
forma classica, observou-se fraca associacao entre o genétipo e doses equivalentes
de hidrocortisona. Os desfechos clinicos ndo foram relacionados ao genoétipo nem
ao tratamento. O tamanho reduzido da amostra pode ter sido um limitante no estudo,
porém a Vvariabilidade interindividual quanto as necessidades diarias de
glicocorticéide apresenta-se como um desafio adicional no tratamento da hiperplasia

adrenal congénita e sugere que fatores genéticos possam modular essa resposta.

Palavras-chave: hiperplasia adrenal; genitalia ambigua; insuficiéncia adrenal.



ABSTRACT

Congenital adrenal hyperplasia refers to a group of genetic enzyme
deficiencies that impair normal steroid synthesis in the adrenal cortex. The most
common form is 21-hydroxylase deficiency, which results in hypocortisolism and
androgen overproduction. Important clinical outcomes include adrenal insufficiency,
genital ambiguity, short stature and infertility. The aims of the study were to
investigate the clinical aspects at presentation, the clinical outcomes and genotype-
phenotype correlations in patients with congenital adrenal hyperplasia followed at the
University Hospital of Brasilia. A retrospective and longitudinal study of 29 patients
with clinical and molecular diagnosis of 21-hydroxylase deficiency was performed.
Statistics and graphs were evaluated using SPSS 20.0 or STATA 8.2 and
GraphPadPrism 6. Nineteen patients had the salt-wasting form and ten had the
simple virilizing form. Genotype-phenotype correlation was positive in 73,7% of the
salt-wasting group and 70% of the simple virilizing group. Central precocious puberty
was more prevalent in simple virilizers (66,7%). Final height median was -1.17 SD in
salt-wasters and -2.62 SD in simple virilizers. Hydrocortisone dose was significantly
greater in the first two years than during the following treatment years. There was no
association between genotype and clinical features. The median equivalent dose of
hydrocortisone was not associated with short stature and central precocious puberty.
In the classic form of congenital adrenal hyperplasia, a weak correlation between
genotype and treatment was noted. Outcomes were not genotype-related neither
treatment-related. A sample-size effect may partially explain the results. However,
the interindividual variability in daily glucocorticoid dose requirements remains a
challenge in congenital adrenal hyperplasia therapy and suggests that genetic factors

could modulate the glucocorticoid response.

Key-words: adrenal hyperplasia; genital ambiguity; adrenal insufficiency.
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1 INTRODUCAO

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) representa um dos disturbios
geneticamente herdados mais frequentes da populacdo mundial e esta associada a
importante morbidade e mortalidade. Constitui um grupo de deficiéncias genéticas
enzimaticas que interfere na sintese normal dos esteréides pelo cortex adrenal. A
forma mais comum é a deficiéncia da 21-hidroxilase (21 OH), correspondendo a
cerca de 95% dos casos. Trata-se de um distarbio autossémico recessivo que
conduz a uma deficiéncia de cortisol e producdo excessiva de andrégenos adrenais
por estimulacdo do hormoénio adrenocorticotropico (ACTH). As consequUéncias
clinicas da HAC sdo significativas e incluem insuficiéncia adrenal, genitalia ambigua,
baixa estatura, maior risco de sindrome metébolica e infertilidade (1-3).

A incidéncia varia de 1:10.000 a 1:20.000 nascidos-vivos e € mais prevalente

em alguns grupos étnicos, particularmente de regides remotas (Yupiks do Alasca)

3).

1.1FISIOPATOLOGIA

A producdo dos esterdides da adrenal ocorre em trés vias principais:
glicocorticéides, mineralocorticdides e esterdides sexuais. O ACTH regula a
producdo dos esterdides por meio de etapas limitantes. Ele permite que a proteina
StAR (proteina reguladora da esteroidogénese aguda) realize o transporte do
colesterol livre para a membrana interna da mitocondria, onde ocorre a clivagem da
cadeia lateral, marcando o inicio da esteroidogénese. O sistema nervoso central
controla a secrecdo de ACTH e sua variacdo diurna via producdo do CRF (fator
liberador de corticotropina) produzido no hipotalamo. O sistema de retroalimentacao
hipotalamo-hipofise-adrenal é mediado pelo nivel sérico de cortisol, o qual inibe a
secrecéo de CRF e, por consequéncia, de ACTH (2).

A enzima 21-hidroxilase (210H) realiza a conversdao da 17-
hidroxiprogesterona (170HP) em 11-deoxicortisol e da progesterona em

deoxicorticosterona, precursores do cortisol e da aldosterona, respectivamente. A
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reducdo da atividade da 210H com decorrente diminuicdo da sintese de cortisol
resulta em estimulacdo cronica do cortex adrenal pelo ACTH com hiperplasia
adrenal e superproducdo dos precursores do cortisol. Esses precursores Sao
desviados para a biossintese dos andrégenos, que nao necessita da atividade da

210H, causando os sinais de virilizacao (2,3).

StAR Lrolesterol

Mineralocorticéides Glloocorticdides RSN e

r':rec.'le.'l.'_l.'.'_l.'"'_-l 7r-0H a I_: : s oo rao hrse m
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Progestarons . - el
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Figura 1. Esteroidogénese. Adaptado de Nimkarn, 2009 (2).

1.2 GENETICA MOLECULAR

O gene da 21-hidroxilase (CYP21 ou CYP21A2 de acordo com a nova
nomenclatura) codifica a enzima tipo Il de 495 aminoacidos do citocromo P450. A
21-hidroxilacdo é mediada por esta enzima mitocondrial especifica denominada
P450c21; seu gene codificador esta localizado no locus do complexo principal de
histocompatibilidade humana (HLA classe 1ll) no cromossomo 6p21.3.

Existem dois genes para o P450c21, um pseudogene CYP21A1P e um gene
ativo CYP21A2. Ambos contém 10 éxons e suas sequéncias sdo 98% idénticas nos

éxons e 96% idénticas nos introns.
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O gene CYP21A2 integra uma unidade genética chamada moédulo RCCX,
formado pelos genes RP, C4, CYP21 e TNX, que se repetem em tandem. O RCCX
apresenta trés pseudogenes que ndo produzem proteinas funcionais: CYP21A1P,
TNXA e RP2. Assim, em virtude da alta homologia e da organizagdo em tandem, o
modulo estd sujeito a recombinacdes génicas desiguais, que levam a grandes
rearranjos incluindo duplicacdes, conversoes, delecbes e fusdes génicas (1,4).

A maioria das mutagdes inativadoras do CYP21A2 séo atribuidas a delecdes
génicas completas, grandes conversdes génicas, mutacdes de ponto e dele¢cdes 8-
bp. Devido a sua localizacdo gendmica numa regido de alta frequéncia de
recombinacgdes, microconversfes ou conversdes aparentes, a transferéncia de
material genético do gene CYP21A1P inativo para o gene CYP21A2 ativo € a causa

das 8 mais comuns mutacdes pontuais e delecao 8-bp do éxon 3 (1,5).

— C4A 21IP — C4B 21
1 C4A 21P C4B 21
v
— C4A 21P C4B | 21P| 21 —

Figura 2. Exemplo de crossing over desigual durante a meiose entre o gene e
0 pseudogene. Adaptado de Mello, 2002 (5).

1.3CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO

A alta frequéncia de pacientes com a HAC por deficiéncia da 210H permite
correlacionar as diferentes manifestacdes clinicas da doenca com a atividade
enzimatica conferida por cada mutacdo observada em estudos de mutagénese e

expressao in vitro.
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Speiser e cols. dividiram as mutacdes em grupos de acordo com O

comprometimento da atividade enzimatica (Figura 3):

D del/conversdo gen
E6 cluster
F306 +t
Q318%
R3ISEW

Gravidade da doenca

Deficiéncia da 210H
Grupo de mutagio Nulo A B o
Forma clinica Perdedor de sal Virilizante simples N&o cldssico

Figura 3. Correlacédo genotipo-fendtipo. Adaptado de Krone, 2009 (1).

O grupo A incluiu as mutacdes que abolem a atividade enzimatica (subgrupo
Al: grandes rearranjos, delecdo de 8 nucleotideos no éxon 3, cluster, Ins T, R356W,
Q318X; e subgrupo A2: a mutacédo I2 splice que confere atividade <2% in vitro). O
grupo B incluiu a mutacdo 1172N que confere 3 a 7% de atividade enzimatica. O
grupo C incluiu as mutacdes V281L e P30L, que conferem mais que 20% de
atividade enzimatica.

Os autores observaram que individuos homozigotos para mutagées do grupo
A apresentaram principalmente a forma perdedora de sal, homozigotos para a
mutacdo do grupo B ou em heterozigose composta com as mutacées do grupo A
apresentaram a forma virilizante simples, e os homozigotos para muta¢des do grupo
C ou em heterozigose composta com as anteriores apresentaram a forma néao
classica. Foi visto que a forma clinica em um individuo heterozigoto composto, isto
€, mutacOes diferentes entre os alelos, € definida pelo alelo que apresenta maior
atividade enzimatica (1,5).

A analise do genotipo da deficiéncia da 210H na populacdo brasileira foi
realizada por Bachega et al num estudo multicéntrico. Notou-se que as mutacdes
mais frequentes foram 12 splice, 1172N e V281L e estiveram associadas
significativamente com as formas perdedora de sal, virilizante simples e ndo classica
respectivamente. As delecdes apresentaram baixa frequéncia, de forma semelhante

ao encontrado na populacdo argentina e mexicana. Cinco mutagdes novas foram
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relatadas: G424S, H28+C, Ins 100371004 A, R408C e IVS2-2A>G.6. Como a nossa
populacdo apresenta alto grau de miscigenacdo, € provavel que estas sejam
identificadas também em outras populacdes. Estudos de sequenciamento
identificaram mutacdes em 100% dos alelos da forma classica, enquanto que a
forma nao classica permanece ainda com freqiéncia alta de alelos sem mutacdes
identificadas.

No estudo de Bachega et al, as mutacbes mais freqlientes na populagcéo
brasileira com deficiéncia da 21-hidroxilase sdo também as derivadas do
pseudogene CYP21A1P, podendo ser pesquisadas por técnicas como o PCR alelo-
especifico. A mutacdo 12 splice, a mais frequente, foi associada principalmente a
forma perdedora de sal, mas também a forma virilizante simples (6).

Uma pesquisa mais recente avaliou a relagcdo genotipo-fenétipo em 1507
familias portadoras de HAC por deficiéncia da 210H e encontraram uma correlacéo
positiva em 21 dos 45 gendtipos. Os autores relatam que algumas muta¢des como a
P30L, 12G e I172N apresentaram fenotipos variaveis. Ademais, acreditam que a
gravidade da doenca pode ser, em geral, predita nos genotipos para perdedores de
sal e forma néao classica, ao contrario da forma virilizante simples, onde ha grande
variabilidade fenotipica (7). Na Figura 4 sédo apresentadas as principais mutacdes e

sua localizagéo:

(E3ABbp)
g.707_714delGAGACTAC g.1683GST
€329 _336delGAGACTAC c841G>T
p.G110fs (EG) pV2BIL
9.999T=A g IBBI'STM g.1762_1763insT
C515T=A c710T>A c.920_921insT
pl172N pV23TE pL307fs
: 1380T=A|9-1389T>A g.1994C>T g.2108C>T
(12G) Emn-_\;\ c716T=A €952C>T  c.1066C>T
g655A/C>G pI2I6N 4y |p.M238K pO318BX  pRISEW

\

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1kb
Figura 4. Mutac6es mais comuns do gene CYP21A2. Adaptado de New, 2013

(7).
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1.4 APRESENTACAO CLINICA

A HAC por deficiéncia da 210H é dividida em forma classica e ndo-classica.

Na forma classica, a exposicdo androgénica pré-natal provoca a virilizacao e
ambiglidade da genitalia externa nos recém-nascidos femininos e virilizacdo pés-
natal progressiva em ambos 0S sexos.

As pacientes afetadas com a forma classica apresentam sintomas mais
graves de hiperandrogenismo. Além disso, trés-quartos desses pacientes evoluem
com a sindrome perdedora de sal em virtude da deficiéncia de aldosterona, levando
a quadros de desidratacdo e Obito. Por outro lado, os outros 25% apresentam a
forma virilizante simples caracterizada por virilizacdo pés-natal da genitalia externa
no sexo feminino e aparecimento precoce de caracteres sexuais secundarios;
ambos os fatos decorrentes do aumento da producéo de andrégenos.

Na forma néo classica os sintomas se iniciam mais tardiamente com quadro
de pubarca precoce, alteragcbes menstruais, hirsutismo, infertilidade ou pode ser
assintomética.

Estas diferentes formas clinicas surgem pelo amplo espectro do
comprometimento da atividade da 21-hidroxilase, causado por mutagcdes no gene
que codifica a enzima conforme ja apresentado acima (2,3).

O cortex adrenal € formado na quarta semana de gestacdo a partir do
mesoderma epitelial celdbmico. Em torno da sexta ou sétima semana, 0 cortex
adrenal funcional comecga a secretar esterdides. O momento critico para a
diferenciacdo sexual da genitalia externa ocorre entre 7 a 12 semanas. Durante esse
periodo, a exposicao excessiva do feto feminino 46,XX aos androgenos adrenais
ocasiona a masculinizagcdo da genitdlia ao nascimento. Nos fetos afetados, os
precursores da via da esteroidogénese sao redirecionados para a via de producao
dos andrégenos.

Os graus de virilizacdo genital no sexo feminino variam: aumento do clitoris,
fus@o das eminéncias labiais e migracao rostral da uretra/orificio vaginal. Entretanto,
a genitalia interna (Utero, tubas uterinas e ovarios) € normal visto que as mulheres
afetadas ndo podem produzir o fator inibidor mulleriano na auséncia de testiculos.
Como os ductos millerianos ndo regridem, a genitalia interna pode se desenvolver

normalmente. Dessa maneira, as mulheres com a doenca séo férteis (8).
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A masculinizacdo da genitalia externa é classificada segundo os estagios de
Prader (Figura 5).

Normal I n m LY v Normal "

B \SBo By By \Bo (e R

E,Lt)f' "m.(_? )«“’ m@x" x(_i) e (_'j) - CA_) u

e e, N N —_— T S S

Figura 5. Classificacédo de Prader. Adaptado de Nimkarn, 2008 (8).

- Estéagio I: clitoromegalia sem fuséo labial

- Estagio Il: clitoromegalia e fuséo labial posterior

- Estagio IlI: clitoromegalia acentuada, orificio urogenital perineal Unico e
fusao labial quase completa

- Estagio IV: grande aumento falico do clitéris, uretra semelhante a seio
urogenital na base do clitoris e fuséo labial completa

- Estagio V: clitéris peniano, meato uretral na extremidade do falo e
eminéncias labiais semelhantes a bolsa escrotal (semelhante a genitalia masculina
sem gonadas palpaveis) (8).

O diagnéstico pela triagem neonatal permite identificar meninos e meninas
afetados, previne o registro incorreto do género e diminui a morbidade e mortalidade
decorrentes da HAC, sendo globalmente recomendada. O exame em papel filtro
deve ser realizado entre 48-72 horas do nascimento e detecta alteracdes no nivel de
170H-progesterona cujos valores devem ser padronizados localmente pelo
laboratorio. O diagnéstico necessita ser posteriormente confirmado por meio de
dosagem sérica da 170HP (9).

A recomendacdo atual para o diagnéstico pés-natal € a realizacdo da
dosagem sérica matinal de 170HP em individuos sintoméaticos ou um perfil adrenal

completo apods teste de estimulo com ACTH naqueles casos duvidosos ou naqueles
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7z

em que € preciso diferenciar a deficiéncia de 210H de outros defeitos da

esteroidogénese (Figura 6) (3).

17 OHP basal
I

<200 ng/dL
HAC Nao
Classica ou Nao

Afetado

>10.000 ngfdL 200-10.000 ng/dL

HAC Nao
Classica

HAC Classica

I
17 OHP po6s-ACTH

1000-10.000 ng/

=10.000 ng/dL <1.666 ng/dL

HAC Classica

Nao Afetado ou

= Heterozigoto
Classica

Figura 6. Diagndstico da hiperplasia adrenal apds a infancia. Adaptado de
Speiser, 2010 (3).

1.5TRATAMENTO

O objetivo do tratamento da HAC é substituir os esterdides deficientes e
minimizar o excesso de esterbides sexuais no sentido de impedir a virilizagcéo,
melhorar o crescimento e a fertilidade.

A hidrocortisona é a droga de primeira escolha na infancia na forma de
comprimidos. Doses excessivas levam a supressao do crescimento, a obesidade, ao
hipercortisolismo exogeno.

Os glicocorticéides de acgdo prolongada podem ser uma opg¢ao apos o
fechamento das epifises como a prednisolona, prednisona e dexametasona.

Todas as criancas devem receber a fludrocortisona quando o diagnostico €
feito no periodo neonatal. O uso do mineralocorticéide permite uma menor dose de

glicocorticéide. A necessidade de manutencdo da fludrocortisona deve ser avaliada
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baseada na atividade de renina plasmatica e na pressao arterial. O cloreto de sédio
na dose de 1-3g/dia deve ser oferecido em vérias tomadas ao longo do dia (9).

1.6 ACOMPANHAMENTO E COMPLICACOES

O manejo dos pacientes portadores de HAC é dinamico, pois se modifica ao
longo da vida. Na infancia, o foco € atingir um crescimento e desenvolvimento
normal, enquanto no adulto € desejavel prevenir as complicacdes de longo prazo
como obesidade, osteoporose e sindrome metabolica (10).

A maior parte das coortes que acompanham esses pacientes demonstra a
dificuldade de atingir um bom controle metabdlico com o uso dos regimes
terapéuticos atuais. Entretanto, os pesquisadores afirmam que os desfechos clinicos
nao estdo associados ao genotipo; ao contrario, o estado de saude desses

pacientes é adquirido e, portanto, pode ser melhorado (11).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar as caracteristicas clinicas a apresentacédo, desfechos clinicos ao
longo do seguimento e associacdes genotipo-fendtipo de uma série de individuos
com diagnéstico da forma classica de hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia
da 21-hidroxilase, acompanhados nos ambulatérios de Endocrinologia das Génadas
e Adrenais e Endocrinologia Pediatrica do HUB-UnB entre 2000 e 2013.

2.2 ESPECIFICOS

-Investigar os aspectos clinicos de individuos com hiperplasia adrenal
congénita por deficiéncia da 21-hidroxilase acompanhados nos ambulatérios de
Endocrinologia do HUB, ao diagndéstico e ao longo do seguimento, a saber: a) idade
ao diagnastico; b) género; c) forma clinica; d) concentracbes de 170HP plasmatica
ao diagndstico; e) idade da pubarca e menarca, f) freqiiéncia de puberdade precoce
central; g) estatura final; h) tipo de glicocorticbide e doses equivalentes de
hidrocortisona utilizadas ao longo do tratamento.

-Analisar a correlacdo do gendtipo da CYP21A2 com o fendétipo da deficiéncia
de 21-hidroxilase (revisado de Araujo, 2013 [12]).

-Investigar as associacdes entre 0s aspectos clinicos ao diagndstico (idade,
género, forma clinica, 170OHP plasmatica), desfechos ao longo do seguimento (idade
da pubarca e/ou menarca, puberdade precoce central e estatura final), doses de

glicocorticoide e gendtipo desses individuos.
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3 METODOS

3.1 PACIENTES

A partir dos registros existentes nas agendas dos ambulatérios de
Endocrinologia Pediatrica e Génadas e Adrenais do HUB, entre 2000 e 2013, foram
identificados os pacientes em que constava o diagnostico de hiperplasia adrenal
congénita por deficiéncia da 21-hidroxilase. Dentre eles, foram selecionados os que
compareceram as consultas regulares no periodo do estudo e/ou que responderam
a contato telefénico, e cujo diagnostico havia sido confirmado por critérios clinicos e
hormonais, a saber: virilizagdo da genitélia externa em neonatos do sexo feminino,
virilizacdo pés-natal em ambos o0s sexos, perda de sal e/ou teste positivo na triagem

neonatal para HAC associados a dosagem anormal de 170HP plasmatica.

Foram excluidos os que perderam o seguimento, os que nao tinham resultado

de teste genético ou que se recusaram a participar do estudo.

Os dados clinicos foram obtidos por meio de revisdo de prontuarios no
periodo de janeiro de 2012 a julho de 2013. A ficha clinica elaborada para tal fim
estd no APENDICE A.

O diagnastico clinico foi confirmado pelo gendtipo. Os testes genéticos foram

realizados em estudo paralelo apresentado na dissertacdo de Araujo, 2013 (12).

A classificagdo da forma clinica foi feita por meio das caracteristicas clinicas e
laboratoriais (2, 9) e houve reclassificacdo em alguns casos, de acordo com o

genatipo obtido.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia (registro 112/11) conforme apresentado no
ANEXO A. O termo de consentimento livre e esclarecido foi entregue e assinado

pelos pacientes ou responsaveis e pelos pesquisadores (APENDICE B).
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3.2 ASPECTOS CLINICOS - DEFINICOES

Os pacientes foram divididos conforme a forma clinica: perdedora de sal ou

virilizante simples.

A concentracdo plasmatica de 17-hidroxiprogesterona foi utilizada como
critério diagndstico. Entretanto, observou-se que, na maioria dos casos, 0s pacientes
ja estavam em vigéncia de corticoterapia no momento da primeira dosagem. Dessa

forma, entende-se que os valores estavam falsamente reduzidos ao diagndstico.

Os dados de pubarca e menarca foram extraidos dos prontuarios conforme
relatados no exame fisico ou anamnese. Para fins de analise, foram incluidos
apenas 0s pacientes que ja haviam iniciado a puberdade.

Optou-se por ndo incluir a avaliacdo da gonadarca nos individuos do género
masculino, uma vez que os dados de volume testicular podem variar conforme o
examinador e o estudo em questao foi retrospectivo.

Os critérios utilizados para o diagndstico de puberdade precoce central (PPC)
foram: a) aparecimento de caracteres sexuais secundarios em meninas antes dos 8
anos e em meninos antes dos 9 anos; b) LH (horménio luteinizante) plasmatico
basal acima de 0,6U/L em ambos os sexos pelo método imunofluorimétrico ou
0,2U/L pelo método de quimioluminescéncia; c) avanco de idade O0ssea e perda de
estatura final (14,15). A frequéncia de PPC foi determinada considerando o nimero
de pacientes que ja haviam concluido a puberdade e/ou que estavam em vigéncia
de tratamento com analogo de GnRH (hormdnio liberador de gonadotrofinas).

A estatura final foi avaliada por meio de célculo do escore-z da curva de
crescimento da Organizacdo Mundial de Saude de 2006-2007 e expressa em
desvios-padréo (DP). A frequéncia de individuos com baixa estatura foi determinada
considerando o numero de pacientes que jA haviam concluido o crescimento, ou
seja, que atingiram 15 a 16 anos de idade 6ssea para meninas e 17 a 18 anos de
idade Ossea para meninos. A baixa estatura foi definida quando, ao término do
crescimento, o paciente apresentava estatura final abaixo de — 2 desvios-padrao
(16,17).
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As doses e tipos de glicocorticoide em uso nas consultas foram registrados e
convertidos em equivalentes de hidrocortisona de acordo com sua poténcia biol6gica
(Tabela 1)(18, 19).

Droga Poténcia Dose Retencao 1/2 vida 1/2 vida
equivalente (mg) de Na plasma (min) biolégica
Hidrocortisona (cortisol) 1 20 1 90 812
Acetato de cortisona 0,8 25 0,8 30 8-12
Prednisona 4 5 0,2 60 12-36
Prednisolona 5 4 0,2 200 12-36
Metil-Prednisolona 5 4 0 180 12-36
Triamcinolona 5 4 0 300 24-72
Dexametasona 2 0,75 0 300 24-72
Betametasona 2 05 0 300 24-72

Tabela 1. As caracteristicas farmacocinéticas e a poténcia biologica dos
glicocorticoides. Adaptado de Romanholi, 2007 (18).

A dose média de hidrocortisona anual para cada paciente foi utilizada como
indicador da carga total de glicocorticéide para cada paciente ao longo do seu
respectivo tempo de seguimento, a qual foi expressa como a mediana das doses de
hidrocortisona (mHIDROC) (APENDICE C). Foram consideradas elevadas
mHIDROC superiores a 15 mg/m?/dia (3).

Quando indicado, os dados clinicos foram categorizados e as frequéncias de

PPC e baixa estatura em cada grupo foram analisadas.

3.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR

O estudo molecular dos individuos incluidos no presente estudo foi realizado
previamente (12) e o detalhamento do genoétipo de cada paciente encontra-se no
ANEXO B.

Para andlise e investigacdo das associacdes do gendtipo da CYP21A2 com
0s aspectos clinicos, os pacientes foram divididos em dois grupos. O grupo 1
corresponde aqueles que apresentaram pelo menos uma mutagdo que se associa a
atividade enzimatica nula ou de até 1% (grupos nulo e A da classificacdo de
Speiser). O grupo 2 compreende 0S casos em que as mutacdes encontradas
resultam em perda moderada da atividade enzimatica (grupos B e C da classificacédo
de Speiser) (1).
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise da distribuicdo das variaveis continuas (idade ao diagnostico,
nivel sérico de 17-hidroxiprogesterona, idade da pubarca, idade da menarca, escore-
z de estatura final e dose de hidrocortisona) foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk.
Diante do padrdo de distribuicdo ndo paramétrica observado, os dados foram

expressos como mediana e extremos (valores minimo e maximo).

Nas analises inferenciais, as variaveis continuas foram comparadas entre e
nos grupos de interesse por meio de testes ndo paramétricos, Kruskal-Wallis ou
Mann-Whitney, como indicado. As variaveis categorizadas foram comparadas entre
e nos grupos de interesse por meio de x? ou teste exato de Fisher. A correlacéo de

Spearman foi aplicada para andalise de associagfes entre variaveis continuas.

A analise da comparacdo das proporcdes e correlacbes foi considerada
estatisticamente significativa quando as probabilidades das suas ocorréncias
devidas ao acaso (erro tipo 1) foram menores ou iguais a 5% (p <0,05). Os calculos
estatisticos foram realizados por meio do aplicativo SPSS 20.0 ou STATA 8.2 e a
confeccao grafica pelo GraphPadPrism 6.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS CLINICAS AO DIAGNOSTICO

Foram identificados 43 individuos com o diagnostico de HAC por deficiéncia
da 21-hidroxilase forma classica nos registros de prontuarios disponiveis. Dentre
eles, 29 pacientes foram incluidos no estudo. Onze pacientes foram excluidos por
terem perdido o seguimento, dois pacientes por ndo ter sido possivel obter o
genaotipo e um paciente recusou-se a participar.

Quatro pacientes foram diagnosticados pelo Programa de Triagem Neonatal
da Secretaria de Saude do Distrito Federal, o qual foi instituido em 2012. O
programa segue as diretrizes do Ministério da Saude (13). Os demais 25 pacientes
foram diagnosticados antes de 2012 e, portanto, foram utilizados critérios clinicos e

hormonais compativeis com a doenca (2, 3, 9).

Nos casos em que o diagndstico e o acompanhamento no HUB foi iniciado
antes do ano de 2000 nos ambulatérios de Endocrinologia Geral ou Pediatria, as
caracteristicas clinicas relevantes foram consideradas.

Quanto a forma clinica, os pacientes incluidos foram classificados inicialmente
de acordo com a apresentacdo clinica ao diagnéstico e confirmados ou
reclassificados posteriormente conforme o gendétipo. Todos os individuos incluidos
eram portadores da forma classica da doenca, sendo 19 perdedores de sal e 10
virilizantes simples.

No grupo de perdedores de sal, 68,4% eram do género masculino. No grupo
de individuos da forma virilizante simples, 80% eram do género feminino.

A mediana da idade ao diagnéstico foi de 1 més de vida no grupo de
perdedores de sal. Um individuo teve diagndstico referido aos 25 meses de vida,
contudo. Nesse grupo, a mediana da concentracdo plasmatica de 17
hidroxiprogesterona foi de 5250 ng/dL, variando de 1058 a 256.000 ng/dL. J& no
grupo de virilizantes simples, a mediana da idade ao diagnostico foi de 49 meses,
isto €, 4 anos e 1 més, variando entre 10 meses e 13 anos. Nesse grupo, a mediana
da 17 hidroxiprogesterona foi de 2375 ng/dL (704 a 56.200 ng/dL) (Tabela 2).



26

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com hiperplasia adrenal por
deficiéncia da 21-hidroxilase de acordo com a forma clinica

Forma clinica

Perdedor de Sal Virilizante Simples
Numero de individuos (n) 19 10
Género
Masculino, n (%) 13 (68,4%) 2 (20%)
Feminino, n (%) 6 (31,6%) 8 (80%)
Idade ao diagndstico” (meses) 1(0/25) 49 (10/ 156)
17 OHP "1 (ng/dL) 5250 (1058 / 256000) 2375 (704 / 56200)

* Valores expressos como medianas (minimo / maximo)
1 17-hidroxiprogesterona plasmatica ao diagnostico

4.2 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Os pacientes foram separados em dois grupos de mutacdo conforme
apresentado anteriormente. O grupo 1 corresponde aos grupos nulo e A da
classificacdo de Speiser e, 0 grupo 2, aos grupos B e C da mesma classificacao.
Optou-se por essa forma de reagrupamento com o intuito de separar as mutacdes
graves, que cursam com perda importante da funcdo da enzima (0 a 1% de
atividade), das mutacées menos graves, com funcdo enzimatica residual (30 a 50%
de atividade), considerando que a amostra estudada era constituida apenas de
individuos com a forma classica da doenca. Além disso, esse agrupamento
possibilitou analises comparativas e de associacdo entre os dados clinicos e os
genotipos.

Dentre os pacientes perdedores de sal (n=19), 73,7% apresentaram um
genotipo mais grave e, portanto, foram reunidos no grupo 1, enquanto 26,3%
constituiram o grupo 2. Ja em relacdo aos pacientes com a forma virilizante simples
(n=10), 40% apresentaram o genaotipo correspondente ao grupo 1 e 60% ao grupo 2.

A taxa de correlacdo genotipo-fenétipo foi semelhante, independentemente da
forma clinica (73,7% e 70%, entre perdedores de sal e virilizantes simples,

respectivamente). Adicionalmente, na analise inferencial, ndo se observou
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associacado da forma clinica da doenca com o grupo de mutacéo (p=0,11) (Tabela
3).

Tabela 3 — Distribuicdo dos individuos conforme a forma clinica da hiperplasia
adrenal congénita e grupos de mutacdes no gene CYP21A2

Forma clinica p
Perdedor de Sal Virilizante Simples
Genotipo?
Grupo 1, n (%) 14 (73,7%) 4 (40%) 011
Grupo 2, n (%) 5 (26,3%) 6 (60%) '
* Valor p obtido pelo teste exato de Fisher
1 Gendtipos:

Grupo 1: corresponde aos grupos nulo e A da classificacdo de Speiser (mutac6es com perda
funcional grave)

Grupo 2: corresponde aos grupos B e C da classificacdo de Speiser (mutaces com perda funcional
moderada)

No entanto, os pacientes com mutacbes mais graves (grupo 1 — n=14)

apresentaram melhor correlacdo genotipo-fenétipo (p=0,03) (Tabela 4).

Tabela 4 — Correlacédo gendtipo-fendtipo conforme os grupos de mutacdes no gene
CYP21A2

Correlacao gendétipo-fenétipo p
+ -
Genotipo?
Grupo 1, n (%) 16 (88,9%) 2 (11,1%) 0,03
Grupo 2, n (%) 5 (45,5%) 6 (54,5%)
* Valor p obtido pelo teste exato de Fisher
1 Gendtipos:

Grupo 1: corresponde aos grupos nulo e A da classificacdo de Speiser (mutacGes com perda
funcional grave)

Grupo 2: corresponde aos grupos B e C da classificacdo de Speiser (mutacées com perda funcional
moderada)

Um paciente com diagndstico tardio e sem informa¢des dos primeiros anos de
vida, por ser adotivo, foi reclassificado como perdedor de sal apds analise molecular
(ANEXO B).
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4.3 DESFECHOS AO LONGO DO SEGUIMENTO CLINICO: CRESCIMENTO E
PUBERDADE

A mediana da idade da pubarca nos perdedores de sal foi 5,5 anos enquanto
que no grupo dos virilizante simples foi 4,3 anos. Em relagdo a menarca, constatou-
se 10,9 anos nos perdedores de sal e 11,3 anos nos virilizantes simples (Tabela 5).

A puberdade precoce central foi mais prevalente nos individuos virilizantes
simples (66,7%) (Tabela 5). A frequéncia foi calculada sobre o nimero de pacientes
gue ja haviam concluido a puberdade e/ou que estavam em vigéncia de tratamento.
Nesse caso, apenas 12 pacientes do grupo perdedor de sal e 6 do grupo virilizante
simples. O tratamento utilizado para todos os pacientes foi o analogo de GnRH
(hormonio liberador de gonadotropina) triptorrelina 3,75 mg por via intramuscular em
aplicacdes mensais. Entretanto, em 3 pacientes optou-se por nao realizar o bloqueio
puberal pelo grande avanco de idade Ossea.

A mediana da estatura final foi considerada normal no grupo dos perdedores
de sal (-1,17 DP), mas abaixo de 2 desvios-padrdo no grupo virilizante simples (-
2,62 DP). Ademais, constatou-se que a baixa estatura esteve presente em todos 0s
virilizantes simples, diferentemente do grupo de perdedores de sal (27,3%). Para o
calculo de frequéncia, foram incluidos os pacientes que ja haviam concluido o
crescimento: 11 do grupo perdedor de sal e 5 do grupo virilizante simples (Tabela 5).

N&o foi encontrada associacao estatisticamente significativa do gendétipo com
a baixa estatura (p=1) ou com a puberdade precoce (p=1). Todavia, a baixa estatura
foi associada ao fendtipo virilizante simples (p=0,03). A presenca de puberdade
precoce central ndo demonstrou associagcado com a forma clinica (p=0,14).
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Tabela 5 - Desfechos clinicos e doses equivalentes de hidrocortisona ao longo do
tratamento em pacientes com hiperplasia adrenal por deficiéncia da 21-hidroxilase

Forma clinica

Perdedor de Sal Virilizante Simples

Idade da pubarca (anos)?!

n 12 8

mediana (min / max) 55(2/11,5) 4,3(0,3/6,1)
Idade da menarca (anos)?

n 5 6

mediana (min / méx) 10,9 (8,7 /13,2) 11,3(9,5/19)
PPC3

n (%) 3 (25%) 4 (66,7%)
Escore-z de EF (DP)*

mediana (min / max) -1,17 (-4,55/-0,07) -2,62 (-3,46 / -2,09)
Baixa estatura®*

n (%) 3 (27,3%) 5 (100%)

mHIDROC (em mg/m?/dia)®
mediana (min / max) 16,5 (7,01 / 28,82) 13,78 (9,01 / 32,67)

1 Incluidos somente os pacientes que ja haviam iniciado a puberdade

2 Incluidas as pacientes que ja haviam apresentado a menarca e/ou em término de puberdade

3 Puberdade precoce central (freqiiéncia calculada sobre o nimero de pacientes que ja haviam
concluido a puberdade e/ou em vigéncia de tratamento com analogo de GnRH)

4 Escore de estatura final em desvios-padrédo

5 Definida como uma estatura final abaixo de — 2 desvios-padrao

6 Mediana das doses de glicocorticéide utilizadas ao longo do tratamento, convertidas em
equivalentes de hidrocortisona

# A referéncia € a curva de crescimento da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 2006-2007. A
frequéncia foi calculada sobre o nimero de pacientes que ja haviam concluido o crescimento.

4.4 TRATAMENTO

Vinte e quatro pacientes receberam glicocorticoide na forma de hidrocortisona
suspensao, 17 como prednisolona suspenséo e 17 como dexametasona suspensao
ou comprimido. Vinte pacientes receberam diferentes esquemas ao longo do

acompanhamento.
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A mediana da dose de hidrocortisona de acordo com a forma clinica foi
apresentada na Tabela 5. A dose média anual ao longo do tempo para cada
paciente e a mediana das doses em equivalentes de hidrocortisona para cada
paciente esta no APENDICE C.

Inicialmente, buscou-se observar o padrdo de distribuicdo das doses
equivalentes de hidrocortisona utilizadas nos primeiros anos de tratamento, em
comparacado aos anos seguintes. Considerando o risco e a gravidade da crise
adrenal em lactentes, € bem conhecida a necessidade de doses maiores de
glicocorticéide nos primeiros anos de tratamento. Assim, para essa analise, sO 0s
perdedores de sal foram incluidos, por terem seu diagndstico estabelecido
precocemente.

Assim, avaliou-se a variacdo percentual entre as médias de dose de
hidrocortisona nos trés primeiros anos de vida dos perdedores de sal (Figura 7). A
reducdo do inicio para o término do primeiro ano de tratamento foi de -17,8% (-
63,9% al79,3%); de -9,7% (-66,3% a 265,2%) do primeiro para 0 segundo ano; e
houve um aumento ao final do terceiro ano de 16,6% (-26,7% a 56,3%). As

diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p=0,1).
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Figura 7. Variacdo entre as médias de dose de hidrocortisona (em mg/m?/dia)

ao longo dos trés primeiros anos de vida (p=0,1 obtido pelo teste de Kruskal-Wallis).

A mediana das doses anuais de hidrocortisona dos dois primeiros anos de
vida dos pacientes perdedores de sal foi comparada aos demais anos de tratamento.

A diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,0001). Nos dois primeiros anos de
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tratamento a mediana foi de 35,6 mg/m?/dia (variou de 20,5 a 70) e nos demais anos
de 16,2 mg/m?/dia (variou de 6,5 a 28,28) (Figura 8).
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Figura 8. Comparacéo entre as medianas das doses de hidrocortisona nos
dois primeiros anos de vida e nos demais anos de tratamento (p<0,0001 obtido pelo
teste de Mann-Whitney).

Foram analisadas as possiveis associacfes entre a necessidade de
glicocorticéide ao longo da vida e o gendtipo, forma de apresentacdo da doenca e

desfechos clinicos relacionados a crescimento e puberdade.

A dose de hidrocortisona n&o variou entre 0os grupos de mutacdo (p=0,62)
nem entre as formas clinicas (p=0,52). Quando avaliado o impacto da dose nos
desfechos clinicos (baixa estatura e puberdade precoce central), também nédo se

encontrou associacao significativa (p=0,17 e p=0,82, respectivamente).

Uma vez que jA é conhecido o impacto dos esterdides no crescimento e
desenvolvimento puberal, prosseguiu-se a avaliacdo, dividindo os pacientes em
categorias de acordo com a dose do glicocorticéide: elevada (acima de 15
mg/m?/dia) e normal (até 15 mg/m?/dia). Verificou-se que 15 (51,7%) pacientes
utilizaram doses elevadas de glicocorticéide e 14 (48,3%) utilizaram doses normais.
Nesse estudo, ndo se observou correlacdo entre as doses de glicocorticoide
(elevada versus normal) e a ocorréncia de baixa estatura (p=0,1) ou de puberdade
precoce central (p=0,6). A mesma analise foi realizada excluindo-se 0s pacientes
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com doses abaixo de 10 mg/m?/dia (apenas 4) e o resultado foi semelhante. Doses
elevadas ndo se associaram ao genotipo (p=0,6) ou a forma clinica (p=0,13)
(APENDICE D — Tabela 6).

Considerando-se que a dose nos primeiros anos de vida foi significativamente
maior nos perdedores de sal, criou-se duas categorias de dose de hidrocortisona ao
longo do tempo de tratamento: dose (ou mMHIDROC) dos dois primeiros anos e dose
(ou mHIDROC) dos demais anos de tratamento. Supondo-se que uma dose maior
nos primeiros anos de vida pudesse afetar o crescimento e/ou impedir a puberdade
precoce, analisou-se a correlacdo da frequéncia de PPC e de baixa estatura com
com as categorias de dose de hidrocortisona ao longo do tratamento. N&o foi
observada correlacdo entre os desfechos de crescimento e puberdade e as doses
de hidrocortisona em nenhum periodo do tratamento. A dose também néo variou

entre os grupos de mutacéo (APENDICE D — Tabela 7).

N&o houve correlagcéo entre a dose de hidrocortisona e o escore-z de estatura
final (p=0,46). Nos perdedores de sal, a dose dos primeiros anos ou a dose dos

demais anos também néo influenciaram a estatura (p=0,67 e p=0,38).

Todos o0s pacientes classificados como perdedores de sal receberam
fludrocortisona, exceto trés, que iniciaram o0 acompanhamento apds o0s dois
primeiros anos de vida. Nenhum paciente classificado como virilizante simples
recebeu mineralocorticoide.

O uso da fludrocortisona néo influenciou a dose de hidrocortisona como era
esperado (p=0,51). Nos pacientes que faziam uso de mineralocorticéide, ndo se

constatou diferencas nas doses de glicocorticoide utilizadas (p=0,59).

Os dados brutos da andlise estatistica acima descritos encontram-se no
APENDICE D.



33

4.5 OUTROS DESFECHOS

Um paciente perdedor de sal evoluiu com sindrome de Cushing e hipertenséo
arterial apés manipulagdo inadequada da hidrocortisona por alguns meses.
Realizado desmame do corticoide; entretanto, mesmo apds a resolu¢do do quadro
de Cushing, a crianca manteve o quadro de hipertensao arterial, necessitando do
uso de dois anti-hipertensivos para controle. A fludrocortisona foi suspensa. Outras
causas de hipertensao foram descartadas.

Uma paciente evoluiu com hematocolpo por complicagbes tardias da
vaginoplastia. Tinha baixa adeséo a terapéutica com dilatadores vaginais (velas de
Hegar).

Duas pacientes, irmas, com mais de 50 anos, foram submetidas a
adrenalectomia bilateral na puberdade.

Um paciente foi diagnosticado com tumor de restos adrenais aos 7 anos.

Um paciente de diagndstico tardio portador da forma virilizante simples com
cariotipo 46, XX e Prader V permaneceu no sexo social masculino por opcao da

familia.
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5. DISCUSSAO

O estudo em questdo avaliou as caracteristicas e os desfechos clinicos dos
pacientes portadores de hiperplasia adrenal congénita forma classica
acompanhados no HUB, e suas possiveis associacfes com o gendtipo. Trata-se de
estudo retrospectivo, que possibilitou também avaliar, com base em registros de
prontuarios, alguns desfechos relacionados ao tratamento com glicorticoides ao
longo do tempo de seguimento de uma série de casos do Distrito Federal.

A maior parte da amostra recebeu o diagnéstico antes da implementacédo da
triagem neonatal, o que explica em parte o encaminhamento tardio de pacientes
com a forma virilizante simples para um centro especializado. Os beneficios da
triagem neonatal j4 estdo bem estabelecidos. O método é suficientemente especifico
e sensivel para a detec¢do de quase todos os casos portadores da forma classica e
busca impedir o registro inapropriado do género da crianca, além de reduzir a
mortalidade e a morbidade (3, 9).

Observou-se que as concentracdes plasmaticas de 17-hidroxiprogesterona
(170HP) encontravam-se anormalmente elevadas, porém abaixo do esperado para
a forma classica da HAC. Esse fato ndo comprometeu os critérios para inclusao,
uma vez que o diagndstico clinico foi confirmado ao longo do tempo de seguimento
e/ou pelo gendtipo, em todos os pacientes. Verificou-se que, muitas vezes, houve
instituicdo do tratamento com glicocorticoide antes da coleta de exames diagndsticos
que ndo eram realizados de rotina no HUB, como a 170HP, o que é justificavel
diante da gravidade do quadro de insuficiéncia adrenal nos primeiros meses de vida.
Além disso, €& importante destacar que alguns pacientes iniciaram 0
acompanhamento no HUB na década de 1990, ou mesmo no final de década de
1980, quando ainda n&o haviam sido criados os servicos de referéncia em
Endocrinologia no Hospital Universitario. O ambulatério de Endocrinologia Pediatrica
foi iniciado no ano de 2000 e o de Gbénadas e Adrenais em 2002.

A analise molecular ndo é essencial, mas confirma o defeito genético, auxilia
o aconselhamento e fecha o diagnédstico em casos duvidosos (9). A correlacéo
genatipo-fendtipo e a avaliacdo do perfil de mutacdes dos pacientes desse estudo foi
descrita previamente pelo mesmo grupo de pesquisa e foi apresentada em

dissertacdo de mestrado de Araujo, em 2013 (12). Constatou-se boa correlacao
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gendtipo-fendtipo, de aproximadamente 70%, semelhante as descritas previamente
por outros autores, corroborando a eficacia da estratégia metodolégica empregada
para o diagndstico molecular. Interessantemente, ndo se observou associacao entre
a forma clinica e os grupos de mutacdo. Entretanto, houve melhor correlacédo
genotipo-fendtipo para as mutagcdes mais graves, o que estd de acordo com 0s
efeitos fisiopatoldgicos de defeitos enzimaticos graves, que levam quase sempre a
perda de sal. Embora aparentemente paradoxal, esse resultado esta de acordo com
as descricdes da literatura (6). E importante ressaltar que o diagnostico molecular
pode se tornar uma importante ferramenta permitindo reclassificacdes para casos
duvidosos, como foi feito nesse estudo.

No consenso sobre a deficiéncia da 21-hidroxilase da Sociedade Européia de
Endocrinologia Pediatrica e da Sociedade de Lawson Wilkins de Endocrinologia
Pediatrica, os objetivos do tratamento sdo definidos: repor adequadamente a
deficiéncia de esterbides e, a0 mesmo tempo, prevenir o excesso dos hormdnios
sexuais adrenais e de glicocorticoides, evitando a virilizacdo, melhorando o
crescimento e protegendo a fertilidade (9).

Em relacdo aos desfechos clinicos ao longo do seguimento, notou-se que a
pubarca precoce esteve presente em um nuamero expressivo de pacientes (n=20,
86,9% do total de pacientes), tanto virilizantes simples quanto perdedores de sal, 0
que leva a questionar a adesao a terapia com glicocorticoide. Apesar disso, a idade
da menarca foi normal, porém mais cedo do que a média mundial de 13 anos (14).

A puberdade precoce central € um diagndstico ndo raro na hiperplasia adrenal
congénita e sua etiologia esta relacionada a exposi¢do precoce do eixo hipotalamo-
hipdfise-gbnadas aos androgenos adrenais e sua consequente ativacdo (20). Neste
estudo, a PPC foi mais prevalente nos individuos com a forma virilizante simples, o
gue provavelmente esta associado ao seu diagnostico e inicio de tratamento tardios.

Uma meta-andlise de 18 trabalhos sobre crescimento na HAC revelou que a
meédia final do escore-z é -1,37 DP, provando que a maioria dos portadores perde
estatura final (21). No presente trabalho, o grupo de perdedores de sal atingiu uma
estatura final melhor (-1,17 DP), o que nao se verificou no grupo de virilizantes
simples em que todos os pacientes avaliados evoluiram com baixa estatura.
Acredita-se que diagndéstico e tratamento precoce foram cruciais no prognaostico de

estatura final desses casos.
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Embora n&o se tenha encontrado correlagdo estatisticamente significativa
entre a ocorréncia de baixa estatura e a mHIDROC, sabe-se que o efeito cumulativo
diario de glicocorticoide prejudica o crescimento linear. A auséncia de associagao
entre esses parametros pode estar relacionada ao reduzido tamanho da amostra,
qgue, para essa analise, incluiu apenas pacientes que haviam atingido a estatura
final, isto é, 16 individuos. Os glicorticoides interferem na cascata de sinalizagcdo
intracelular induzida pelo horménio de crescimento (GH)/ fator de crescimento
insulina-simile tipo 1 (IGF-1) tanto no hipotalamo, quanto na hipofise e em tecidos-
alvo. Ademais, afetam a liberacdo do horménio, a sinalizacdo e a traducéo génica e
o processamento do mMRNA. O excesso de esterdides leva a uma queda na resposta
do GH ao GHRH (horménio liberador do horménio de crescimento) e a uma
elevacdo paradoxal do IGF-1, criando um estado de resisténcia ao GH. O balanco
normal do calcio nos intestinos e rins é também afetado, interferindo nas interacdes
entre osteoclastos, osteoblastos e condrdcitos (22, 23). Assim, faz-se necessario
maior tempo de seguimento dos sujeitos estudados para confirmacéo dos resultados
de estatura final.

A gqueda na velocidade de crescimento parece ser o indicador mais sensivel
do excesso de glicocorticoides em curto/médio prazo. Alguns pesquisadores
demonstraram que a velocidade diminuia quando a dose de hidrocortisona era de 25
mg/m?/dia comparada com a dose de 15 mg/m?/dia (24).

Varios estudos tém demonstrado que o efeito negativo do excesso de
andrégenos no crescimento e na maturacao esquelética ndo ocorre no inicio da vida.
Em dois deles realizados na Suécia e na Holanda, criangas com diagndstico tardio
ou que receberam subdoses de glicocorticoide ndo apresentaram sinais de
virilizacdo ou aceleracdo do crescimento até 12 meses de vida, sugerindo uma
relativa resisténcia aos androgenos nesta fase (25, 26). Entretanto, no primeiro ano
de vida foi observado que doses elevadas de hidrocortisona tinham um impacto
negativo no crescimento (27). A dose preconizada na infancia é de 10-15 mg/m?/dia,
podendo chegar até 25 mg/m?/dia (9). Na amostra estudada, foi constatado que as
doses dos primeiros anos de vida eram significativamente maiores, mas nao se
comprovou uma associagcao positiva entre a dose e a ocorréncia de baixa estatura.
O resultado pode ser explicado pelas limitacbes de tamanho da amostra ou do
meétodo, no que diz respeito principalmente a medida da “carga” de glicocorticoide ao

longo do tratamento.
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Ademais, entre as idades de 8 e 14 anos, ja foi comprovado um efeito dose
dependente de glicocorticéide sobre o crescimento. Nos pacientes com HAC, o pico
do estirdo ocorre dois anos mais cedo e € menor em relacdo aos controles (27).
Alguns autores explicam que o excesso de glicocorticoide atenua a influéncia dos
horménios sexuais no estirdo do crescimento e permite maior liberacdo de
somatostatina, a qual, por sua vez, inibe a secre¢cdo de GH pela hipofise (28, 29).
Sugeriu-se, portanto, num estudo posterior, que o efeito deletério da hidrocortisona
no crescimento puberal possa ser amenizado se a dose ndo exceder 17 mg/m?/dia
nessa faixa etéaria (30).

Outros fatores determinantes para um bom crescimento sao a idade de inicio
do tratamento e uma boa adesdo. Pacientes que fazem uso irregular da medicacao
sofrem periodos de excesso de androgenos, levando a uma fusdo prematura das
epifises (31, 32).

Além dos glicocorticéides, os mineralocorticéides e a reposicdo de sal em
criancas com a forma perdedora de sal desempenham um papel essencial para um
crescimento adequado. Permitem a normalizacdo da atividade de renina plasmatica
e 0 balanco de sédio e uma menor dose de glicocorticéide (33).

De maneira geral, observou-se consideravel variabilidade no tratamento dos
pacientes desse estudo, especialmente no que diz respeito a dose e tipo de
glicocorticoide, revelando a grande dificuldade existente no controle clinico e
laboratorial, principalmente nos primeiros anos e na puberdade.

Ademais, ndao foram constatadas associagOes entre o tratamento e 0sS
desfechos clinicos ou o gendtipo. O tamanho da amostra pode ter influenciado
negativamente o resultado visto que ja se conhece os efeitos dos esterdides no
crescimento e desenvolvimento. Outros trabalhos falharam igualmente em
demonstrar possiveis correlacdes da dose de glicocorticide com o gendtipo (11).

Em conjunto, os resultados das andlises de associacdo que abordaram o
tratamento no presente estudo ndo apontam para um efeito dos glicocorticéides
sobre os desfechos clinicos de crescimento e puberdade, porém necessitam de
estudos adicionais. Varias limitacdes podem ainda ser consideradas, uma vez que a
“carga” de glicocorticéides a qual cada individuo é exposto ao longo da vida pode
ser considerada uma funcao multivariada, que depende essencialmente da idade de
inicio de tratamento, tempo de tratamento, doses, esquemas de administracao,

adesao, e, provavelmente, sensibilidade individual. Além desses, outros fatores
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podem influenciar a resposta biolégica a exposicdo farmacoldgica aos
glicocorticéides na infancia e na vida adulta e carecem de maiores estudos (34).

Dessa maneira, as terapias atuais parecem ser inadequadas em prover uma
reposicao fisiolégica. A droga preconizada € a hidrocortisona na forma de
comprimidos ou pastilhas (3), mas ndo é comercializada no Brasil. Dessa forma,
muitos servicos adotam a hidrocortisona manipulada na forma de suspensao oral.
Todavia, as apresentacdes ndo sao bioequivalentes e a forma de suspensao pode
ser inadequada para o controle da HAC em virtude da distribuicdo erratica da droga
no liquido (3). A prednisolona e a dexametasona também sdo opc¢des terapéuticas e
as doses sdo tituladas a partir da equipoténcia de seus efeitos anti-inflamatdrios em
relacdo a hidrocortisona. Todavia, a equivaléncia pode nédo ser a mesma em relacao
aos efeitos metabdlico e cardiovascular (34).

A variabilidade interindividual quanto as necessidades diarias de
glicocorticéide apresenta-se como um desafio adicional no tratamento da HAC e
sugere que fatores genéticos possam modular essa resposta. Alguns estudos tém
abordado a influéncia da farmacogenética nas respostas individuais as drogas (35,
36). Algumas tentativas foram realizadas em doencas inflamatoérias para avaliar a
sensibilidade aos glicocorticoides. Os pesquisadores encontraram que 0 numero de
receptores de glicocorticoides (GR) nas células mononucleares do sangue periférico
poderia, em parte, predizer a resposta a terapia com glicocorticoide em pacientes
com asma, artrite reumatdide, doenca inflamatéria intestinal e ldpus eritematoso
sistémico (36). A avaliacdo da sensibilidade aos glicocorticoides em pacientes com
insuficiéncia adrenal primaria ou secundaria, tal como na HAC, ainda foi pouco
explorada.

A despeito de limitacdes inerentes & metodologia, ao carater retrospectivo e
ao tamanho amostral no presente estudo, até o momento, ndo havia sido descrito o
perfil de pacientes do Distrito Federal, seu comportamento clinico, tratamentos
instituidos e resposta clinica. De fato, ha poucos relatos de experiéncias em centros
brasileiros na literatura (6), em que se observam diferencas metodoldgicas e de
protocolos de tratamento e interpretacdo da exposicdo aos glicocorticoides e de
dados de gendtipo. Em nivel internacional, também predominam estudos descritivos
de analises de gendtipo e fendtipo em HAC (10,11).

O presente estudo, além de correlacionar genotipo e fendtipo, por meio de

dados de estudo genético robustos (analise da maioria das mutacdes pontuais
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complementada por pesquisa de rearranjos génicos), também forneceu informagdes
de cunho longitudinal, com base em amostra de conveniéncia de um hospital
terciario, em ambiente universitario. Embora a maioria dos dados ndo possam ser
extrapolados para a populacéo geral de portadores de HAC, corroboram os dados
da literatura, ressaltam as dificuldades no manejo dos pacientes e embasam o

aperfeicoamento do tratamento e seu monitoramento.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo descreveu 0s principais aspectos clinicos e suas
associacfes com o genotipo de uma série de 29 pacientes portadores de HAC-
210HD forma classica acompanhados no Hospital Universitario de Brasilia, os quais

estdo sumarizados a sequir:

- Nessa série de casos, houve predominio da forma perdedora de sal
(n=19). A maioria dos pacientes com a forma perdedora de sal era do
género masculino (68,4%) e teve diagnostico nos primeiros meses de
vida (mediana de 1 més, variando de 0 a 25). A maioria dos pacientes

com a forma virilizante simples era do género feminino (80%).

- A mediana da idade da pubarca nos perdedores de sal e virilizantes
simples foi 5,5 e 4,3 anos, respectivamente. Observou-se que a
maioria das meninas apresentou menarca em idade habitual, porém

inferior a média da populacao geral, que é de 13 anos.

- Puberdade precoce central foi mais prevalente nos individuos com a

forma virilizante simples (66,7%).

- Houve reducéo da estatura final no grupo virilizante simples (p=0,03),
porém a estatura final foi normal no grupo perdedor de sal. E possivel

que esse fato esteja associado ao inicio mais tardio do tratamento.

- Foi possivel estabelecer correlacdo gendtipo-fendtipo em
aproximadamente 70% dos casos de ambas as formas clinicas, o que

esta de acordo com a literatura.

- Nao houve correlacéo do grupo de mutacdes (genotipo mais grave ou
moderado) com a forma clinica, porém o grupo com genotipos mais

graves apresentou melhor correlagdo gendétipo-fenatipo.

- Na&o foram observadas associagbes da ocorréncia de puberdade

precoce central ou baixa estatura com o0 genoétipo, nem com a mediana
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das doses equivalentes de hidrocortisona utilizadas ao longo do
tratamento (mMHIDROC).

Também ndo foram observadas associacdes entre o genotipo e as

doses de hidrocortisona utilizadas (mHIDROC).

Observou-se diferenca estatisticamente significativa entre as doses de
hidrocortisona utilizadas nos 2 anos iniciais de tratamento (mMHIDROC-

i) e nos anos seguintes (MHIDROC-s), como descrito na literatura.

O uso de fludrocortisona ndo se associou a diferenca nas doses de

glicocorticéide utilizadas.

Em concluséo, o presente estudo:

Corrobora o impacto da HAC na estatura final, principalmente no grupo

com a forma virilizante simples;

Descreve a existéncia de correlacdo gendtipo-fendtipo em
aproximadamente 70% dos casos nos pacientes do DF, mais

frequente no grupo com perda de sal, semelhante a outros locais.

Ressalta as dificuldades ainda existentes no manejo da HAC,
principalmente no grupo pediatrico e no que diz respeito ao efeito das
doses utilizadas de glicocorticoides ao longo de diferentes periodos da
vida, seus fatores determinantes, e progndstico em termos de

puberdade e estatura final.
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APENDICE A — FICHA DA PESQUISA
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-ll‘ Hospital Universitario de Brasilia

Hiperplasia Adrenal Congénita

Nome:

Registro: Estado Civil Género F( ) M( )
Etnia/raca Profissao: Data de nascimento:
Naturalidade:

Pai: idade: Profissao:
Mée: idade: Profissao:

Cartao do SUS:

Telefones de contato:

Endereco:

DATA 12 CONSULTA:

QP:

HMA:

Classificacdo/Forma clinica HAC:

HPP:
- tratamento intra-atero: () sim ( ) nao
- desidratacao na infancia: ( ) sim ( ) nao
- antecedentes neonatais:
IG: P: C: PC:

- telarca: pubarca: menarca: sexarca.:

- genitalia ambigua (classificacédo de Prader):
- se sim, correcdo cirdrgica? N( ) S( ) Detalhar:
- virilizacéo (detalhamento):

Outras sintomas/comorbidades:

HF:
- consanguinidade: ( )sim () nao



- heomortos: ( )sim () néo

- abortos: ( )sim () nao

- casos semelhantes na familia: ( ) sim ( ) néo
- virilizagdo materna: ( )sim () néo

- canal familiar: EPai___ EMae _ EA

- Outras doengas:

47

AE:

- acompanhamento na Psicologia:

- identidade sexual:

- aceitacdo da doenca: (utilizar questionario qualidade de vida especifico)

- ciclos menstruais: ( ) regulares () irregulares ( ) amenorréia
- infertilidade: ( )sim () néo

- Se fértil, quantos filhos?

- Em mulheres, detalhar historia obstétrica:

Exame fisico da 12 consulta (forma nao perdedora de sal):
- Acne: () sim ( ) néo

- Hirsutismo: ( ) sim ( ) ndo

- Escala de Ferriman: __

- Alopecia androgénica: ( ) sim ( ) nédo

Avaliacdo de exames complementares ao diagnéstico:

Valor e Valor de

Referéncia (unidades) Data, Local e Método

17 OHProg

17 OHPreg

SDHEA

Androstenediona

ACTH

Cortisol

Testosterona

DOC

11-Deoxicortisol

LH

FSH

Ativ renina

Aldosterona

Na

K

Cl

Ca

P

PTH




Alb

CT

LDL

HDL

TRIG

Calciuria 24h

Uréia

Creatinina

Idade Ossea:

IC: PEF:

Cariotipo:

Espermograma:

Método:
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Ecografia pélvica:

Ecografia testicular:

TC de adrenais:

Densitometria Ossea:

Outros:




.ll‘ Hospital Universitario de Brasilia

Hiperplasia Adrenal Congénita

FICHA DE SEGUIMENTO

DATA

ID

P

E

VC

PA

TANNER

FERRIMAN

Glicocort

Gdose
(mg/m?)

Dose equiv.
de hidrocort

Mineralocort

Mdose

IO (Método)

IC

PEF

Androst

DMO (z
escore)

DMO (valor)

CT

LDL

HDL

TRIG

Outros exs

Intercorréncias
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia — FS/UnB

O(a) senhor(a)

, Oou o responsavel

legal pelo paciente esta

sendo convidado a participar da pesquisa: “Estudo do gene CYP2lA e a
correlacdo do gendtipo com o fendtipo em individuos portadores de
hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia da enzima 21-hidroxilase” que
tem como objetivo caracterizar o perfil das mutacbes da Hiperplasia Adrenal
Congénita e correlaciona-lo com as caracteristicas clinicas da doenca nos pacientes
do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Para tanto, serd necessaria uma
amostra de sangue que sera coletada durante a realizacdo de exames periddicos
solicitados para o acompanhamento habitual da doenca (Hiperplasia Adrenal
Congénita) e que ndo acarreta riscos a saude. As informacdes pessoais a respeito
da doenca em estudo serao coletadas durante as consultas ou na forma de revisao
de prontuario.

A partir do material colhido sera realizado um exame de laboratorio para
definir o diagndstico molecular da doenca.

A provavel aplicacdo pratica dos resultados do estudo sera no
aconselhamento e tratamento de gestacdes de alto risco dos pacientes envolvidos.

As informacfes pessoais colhidas para o estudo em consultas ou durante a
coleta de sangue nédo acarretara em tempo adicional de permanéncia no HUB.

Os pacientes ou responsaveis terdo a qualquer momento as informacdes
sobre possiveis riscos e beneficios da pesquisa, para que ndo fique nenhuma
duvida, e que a qualguer momento o paciente ou responsavel podera desistir da
participacdo no estudo ou se recusar a responder qualquer questdo que traga
constrangimento sem que haja prejuizo ao tratamento nesta instituicao.

No caso de duavida, o sr (a) podera entrar em contato com a pesquisadora
Renata Santarem de Oliveira (médica) nos telefones 34485234 (Pediatria) ou
99877786.
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Se tiver alguma consideragdo ou davida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias da
Saude da UnB: 3107 1947.

O resultado do exame sera confidencial e em nenhum momento o nome do
paciente ira aparecer. Ademais, todas as informac¢fes ficardo sob a guarda da
pesquisadora Renata Santarem de Oliveira.

Os dados coletados serao utilizados somente para pesquisa e os resultados
serdo veiculados através de artigos cientificos em revistas especializadas e/ou em
encontros cientificos e congressos, sem nunca tornar possivel a identificagdo do
paciente.

O termo de consentimento se encontra redigido em duas vias, sendo uma
para o participante e outra para o pesquisador.

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar da presente pesquisa.

Data / /

Assinatura do paciente ou responsavel

Paciente:

Responsavel Legal:
Natureza (parentesco, tutor):
Fone: ( )

Data / /

Rubrica do paciente (se ndo competente legal)

Data / /

Assinatura do(a) pesquisador(a)

Vitor Guilherme Brito de Araujo
Renata Santarem de Oliveira

Ana Cristina de Araujo Bezerra
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APENDICE C — MEDIAS ANUAIS EM EQUIVALENTE DE HIDROCORTISONA
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Figura 9. Médias anuais da dose em equivalentes de hidrocortisona nos perdedores de sal ao longo do acompanhamento.
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APENDICE C — MEDIAS ANUAIS EM EQUIVALENTE DE HIDROCORTISONA
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Figura 10. Médias anuais da dose em equivalentes de hidrocortisona nos virilizantes simples ao longo do acompanhamento.



APENDICE C — MEDIANA DAS DOSES EM EQUIVALENTES DE HIDROCORTISONA (mHIDROC)
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Figura 11. Distribuicdo da mediana das doses em equivalentes de hidrocortisona (MHIDROC) de
cada paciente.
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APENDICE D — ANALISE ESTATISTICA DO TRATAMENTO

Tabela 6 — Doses equivalentes de hidrocortisona ao longo do tratamento (mHIDROC) conforme a forma clinica e a ocorréncia
de baixa estatura e puberdade precoce central em pacientes com a forma classica de hiperplasia adrenal por deficiéncia da 21-
hidroxilase

Grupo de mutagoes Forma clinica Baixa Estatura Puberdade Precoce Central
1 2 PS VS Presente Ausente Presente Ausente
Hidrocortisona
Mediana 16,3 16,4 16,8 12,1 12,9 16,8 13,7 16,7
Minimo/maximo  7,01/23,4 12,9/16,8 7,01/23,4 10,7/16 10,7/23,4 7,01/23,0 10,7/23,4 7,01/23,0
P 0,62 0,52 0,17 0,82
Dose elevada® 10 (66,7%) 5 (33,3%) 12 (80%) 3 (20%) 3 (30%) 7 (70%) 4 (33,3%) 8 (66,6%)
Dose normal? 8 (57,1%) 6 (42,9%) 7 (50%) 7 (50%) 5 (83,3%) 1 (16,7%) 3 (50%) 3 (50%)
p 0,6 0,13 0,1 0,6

! Grupo em que a mediana foi acima de 15 mg/m?#/dia
2 Grupo em que a mediana foi abaixo ou até 15 mg/m?/dia
* Valor p obtido pelo teste exato de Fisher ou x?



APENDICE D — ANALISE ESTATISTICA DO TRATAMENTO

Tabela 7 — Analise comparativa entre as doses equivalentes de hidrocortisona ao longo do tratamento (mHIDROC) entre grupos
de mutacao, ocorréncia de baixa estatura e de puberdade precoce central em pacientes com a forma perdedora de sal da
hiperplasia adrenal por deficiéncia da 21-hidroxilase

Grupo de mutacbes Baixa Estatura Puberdade Precoce Central
Hidrocortisona p’ p’ p’
De todos os anos (MHIDROC?) 0,46 0,68 0,31
Dois primeiros anos (MHIDROC-i?) 0,7 0,51 ”
Apbs dois anos (MHIDROC-s?) 0,35 0,68 0,41
Dose elevada®* x dose normal® 1 0,5 0,46

1 Mediana das doses equivalentes de hidrocortisona ao longo do tratamento

2Mediana das doses equivalentes de hidrocortisona ao longo dos 2 anos iniciais de tratamento
8 Mediana das doses equivalentes de hidrocortisona ao longo dos anos seguintes de tratamento
4Grupo em que a mediana foi acima de 15 mg/m2/dia

5 Grupo em que a mediana foi abaixo ou até 15 mg/m?/dia

* Valor p obtido pelo teste exato de Fisher ou x?
** Nao foi possivel realizar a comparacao (nenhum paciente que tinha dados da dose dos primeiros anos apresentou PPC)
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Universidade de Erasilia
I'aculdade de Ciéncias da Satde
Comité de Etica em Pesquisa - CEP/ES

- PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto no CEP: 112/11

Titule do Projeto: “Estudo molecular d2 genes relacionados ao diagnéstico. evolugio e
resposta ao tratamento em individuos poriadores de hiperplasia adrenal congénita™
Pesquisadora Responsdvel: Vitor Guilherme Brite de Araijo

Data de Entrada: 29/08/11

Com base na Resolugdo 196/96. do CMNS/MS, que regulamenta a ética em
pesquisa com seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, apds andlise dos aspectos
¢ticos e do contexto téenico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 112/11 com o
titulo: “Estudo molecular de genes relacionados ao diagnostico, evolugio e resposta ao
tratamento em individuos portadores de hiverplasia adrenal congénita™. analisado na 8"

reunifo ordinaria realizada no dia 20 de outubro dz 2011,

O pesquisador respensdvel fica, desde jA. notificado da obrigatoriedade da
apresentacio de um relatério semestral ¢ relatdrio final sucinto e objetivo sobre o
desenvoivimento do Projeto, no prazo de | (um) ano a contar da presente data (item

VIL13 da Resolugio 196/96).

Brasilia, 25 de outubro de Z011.

Thiago Rocha da Cunha
Vice-Coordenador do CEP-FS/UnB

Comité de Etica cm ]’cs_qui.\n com Seres | umanos - Faculdade Je Cidneias da Saide
Universidade de Brasilia - Campus Universitirio Darcy Ribeiro - CEP: 70.910-900
Telefone: (61)-3107-1947  Email: cepfsi@unb.br
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Tabela 8 — Gendtipos”

ANEXO B — GENOTIPOS

58

Paciente Genotipo MLPA Quimera Grupo de mutacbes Correlacéo
HA 3 Q318X/Dup frameshift Duplicacado frameshift exon 4-6 1 sim

HA 4 Q318X/Dup exon 6 Duplicacdo exon 6 heterozigose 1 sim?
HA 5 1172N/Q318X Confirmou mutag6es sequenciadas 2 sim

HA 6 P30L-quimera/Del total Delecéo total do gene; confirmou mutac@o sequenciada CH9 em heterozigose 1 sim

HA 7 Q318X/Leul2Met Confirmou mutacao sequenciada Q318X 1 sim

HA 8 P30L/Del exon 1 Quimera - fuséo da regido do exon 1 CH4 em homozigose 1 néo

HA 9 Del total/F306+t + V281L Delecao de todo o gene em heterozigose 1 sim

HA 10 1172N/Q318X Confirmou mutac¢des sequenciadas 2 sim

HA 11 Ser269Thr/Del exon 8 Delecao exon 8 heterozigose 2 nao

HA 12 V281L/Ser494Asn/Del exon 8 Delecéo exon 8 heterozigose 2 inconclusivo
HA 13 ND Duplicagdo exon 1-6/Delecao do exon 8 1 sim

HA 14 F306+t +V281L/Asp184Glu/Del exon 3-6 Delecgéo 3-6/Duplicacdo exon 1 e 8 1 sim

HA 15 12 Splice hemizigose/Del exon 3-6 Delecao exon 3-6 1 sim

HA 16 heterozigoto 12Splice/heterozigoto R356W normal 1 sim

HA 17 heterozigoto 12Splice/heterozigoto R356W normal 1 sim

HA 18 Ser269Thr/P453S/Dup exon 6 Duplicacdo do exon 6 heterozigose 2 inconclusivo
HA 19 I12Splice/Arg480Leu/Del exon 8 Delecao exon 8 heterozigose 1 sim

HA 20 12Splice normal 1 sim

HA 23 12Splice sem MLPA 1 sim

HA 24 12Splice Delecéo exon 8 heterozigose 2 sim

HA 25 Delecdo exon 1-3/12Splice/Ser494Asn Delecao exon 1-3 (Duplicagéo do pseudo 1-3) CH1 em homozigose 1 sim

HA 26 V281L/Arg445Stop sem MLPA 2 inconclusivo
HA 28 1172N sem MLPA 2 sim

HA 29 Q318X/12Splice sem MLPA 1 sim

HA 31 1172N sem MLPA 2 sim

HA 32 Q318X sem MLPA 1 sim

HA 33 12splice/I172N sem MLPA 2 inconclusivo
HA 35 E6Cluster + Ser269Thr sem MLPA 2 inconclusivo
HA 36 12Splice sem MLPA 1 sim

* Adaptado de Aradjo (12). ! Paciente reclassificado neste estudo.
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