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O rastreio neonatal pode ter um papel essencial na detecao precoce da Hiperplasia Congénita
das Suprarrenais, numa fase pré sintomatica, permitindo uma institucionalizacao precoce de
tratamento com melhoras no curso clinico do recém-nascido.

0 marcador utilizado para efeitos de rastreio neonatal, é a17-o- hidroxiprogesterona (17-OHP),
quantificada em cartao de Guthrie por fluoroimunoensaio. No entanto, este marcador origina
classicamente um elevado nimero de falsos positivos, sobretudo em recém-nascidos de baixo
peso e/ou prematuros. Para colmatar estalimitacao, os varios programas de rastreio recorrem
ao ajuste dos valores de referéncia da 17-OHP, em funcao do peso e/ou idade gestacional e a
utilizacao de provas de sequndo nivel, através da analise de perfis de esteroides, em sangue em
papel. Neste trabalho foi levada a cabo a definicao de valores de referéncia para a 17-OHP
(estratificados por peso e idade gestacional) adaptados a populacao portuguesa de recém-
nascidos e foram implementadas as provas de segundo nivel. Da conjugacao dos valores de
referéncia estratificados e da utilizacao destas provas de segundo nivel, resulta uma
abordagem que se traduzird numa consideravel melhoria de sensibilidade e especificidade,
caso se considere no futuro a introducao do rastreio desta patologia no Programa Nacional de

Rastreio Neonatal.

Palavras-chave: Rastreio Neonatal; Hiperplasia Congénita das Suprarrenais; Deficiéncia em

21-hidroxilase; 17-a-Hidroxiprogesterona; Provas de segundo nivel;



Abstract

Neonatal screening may play an essential role in the early detection of Congenital Adrenal
Hyperplasia in a pre-symptomatic phase, allowing an early institutionalization of treatment
with improvements in the clinical course of the newborn.

The marker used for neonatal screening purposes is 17-o-hydroxyprogesterone (17-OHP),
quantified in Guthrie card by fluoroimmunoassay. However, this marker classically leads to a
high number of false positives, especially in low birth weight and/or premature newborns. To
overcome this limitation, the various screening programs resort to the adjustment of the
reference values of 17-OHP, according to weight and/or gestational age and the use of second-
level tests, through the analysis of steroid profiles, in paper blood. In this work, the definition of
reference values for 17-OHP (stratified by weight and gestational age) adapted to the
Portuguese population of newborns was carried out and the second-tier tests were
implemented. The combination of stratified reference values and the use of these second-tier
tests results in an approach that will translate into a considerable improvement in sensitivity
and specificity, if the introduction of screening for this pathology in the National Neonatal

Screening Program is considered in the future.

Keywords: Newborn screening; Congenital Adrenal Hyperplasia; 21-hydroxylase deficiency

17-o- Hydroxyprogesterone; Second-tier test;



indice
1.

11.
1.2.
1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.2.4.
1.2.5.
1.2.6.
1.3.
14.
1.5.
1.5.1.
1.5.2.
1.5.3.
1.5.4.
1.5.5.
1.5.6.
15.7.

3.1
3.2
3.2.1.
3.2.2.
3.3.
3.3.1.
332

Introducao 1
Glandulas suprarrenais e producao de hormonas esteroides 1
Etapas da Esteroidogénese suprarrenal 2
Transporte do colesterol para a mitocéndria 3
Formacao da pregnenolona 3
Progesterona 3
Aldosterona 4
Cortisol 4
Androgénios suprarrenais 4
Regulacao da secrecao hormonal das glandulas suprarrenais 6
Esteroidogénese no periodo gestacional 6
Hiperplasia Congénita das Suprarrenais 7
Epidemiologia 9
Défice de 21-Hidroxilase 10
Manifestacoes clinicas M
Aspetos genéticos 13
Diagndstico bioquimico 15
Diagndstico precoce 16
Tratamento 21
Objetivos 24
Métodos 24
Selecao de amostras 24
Doseamento da 17-c-OH-progesterona 25
Fluoroimunoensaio de fase sdlida de resolucao temporal 25
Procedimento Experimental 25
Otimizacao das provas de segundo nivel 26

Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem (LC-MS/MS). 26

Procedimento Experimental

27



3.4. Tratamento dos dados 32

4. Resultados 33
4. Caracterizacao da amostra 33
42. Valores dereferénciada17-OH-Progesterona 33
4.3. Provasde segundo nivel 39
4.3.1. Quantificacao 41
5. Discussao 47
6. Conclusao 50
Referéncias Bibliograficas 51
Apéndices 64

indice de Figuras

Figura 1.Representacao das glandulas suprarrenais. 1

Figura 2. Representacao da esteroidogénese, onde é possivel observar défice de
mineralocorticdides, glicocorticdides e o0 excesso de androgénios, presente na HCSR por défice

da enzima 21-hidroxilase.”® 5

Figura 3. Esquematizacao do sistema renina-angiotensina. 8

Figura 4. Representacao da fisiopatologia da Hiperplasia Congénita das Suprarrenais por

défice de 21-hidroxilase. 9
Figura 5. Estadios de virilizacao, no sexo feminino mediante a Escala de Prader®................. 12
Figura 6. Diagndstico bioquimico da Hiperplasia Congénita das suprarrenais®. ..o 16

Figura 7. Perfil de esteroides por LC-MS/MS, num controlo normal (A), num falso-positivo por

fluoroimunoensaio (B) e num caso confirmado de HCSR (C) 77 20

Figura 8. Microplaca de 96 pocos, apds adicao dos discos de sangue seco em papel,
correspondentes aos calibradores, controlos, amostras e solu¢coes recomendadas................... 26
Figura 9. Representacao do método espetrometria de massa (LC-MS/MS) &.............eee. 27
Figura 10.Estudo indicando o pico com m/z 339, correspondente a d8-17-OHP intacta...... 30
Figura 11. Condicdes onde nao existe fragmentacao do d8 -17-OHP (339 m/z).........ccocreeees 31


file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998612
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998612
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998612
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998615
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998617
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998617
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998618
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998618

Figura 12. Condicoes finais com fragmentacao do d8 — 17-OHP (ido filho de referéncia 1001
m/z) 31

Figura 13. Variacao da concentracao de 17-OHP (nmol/L), em funcao da idade gestacional..33

Figura 14. Variacao da concentracao de 17-OHP (nmol/L), em funcao do peso.........oewee. 34
Figura 15. Diagrama de caixa representativo da dispersao dos valores de 17-OHP, nos

subgrupos em fun¢do da idade gestacional. 37

Figura 16. Diagrama de caixa representativo da dispersao dos valores de 17-OHP, nos

subgrupos em funcao do peso. 38

Figura 17. Perfil cromatografico de esteroides obtido de uma amostra fornecida pelo controlo

de qualidade externo — CDC. 39
Figura 18. Perfil cromatografico de esteroides obtido de um controlo normal...........cccooeveceeeee. 40
Figura 19. Perfil cromatogrdfico de esteroides obtido de um caso positivo para HCSR............ 40
Figura 20. Perfil cromatografico de esteroides de um caso falso positivo para HCSR............. 40

Figura 21. Curva de calibracao do cortisol, a partir dos calibradores do laboratdrio parceiro... 41

Figura 22. Curva de calibracao do cortisol - CDC (r?=0,9993). 42
Figura 23. Curva de calibracao da 17-OHP — CDC (r>=0,9982). 42
Figura 24. Curva de calibracao da A4 — CDC (r>=0,9995) 43
Figura 25. Curva de calibracao do 21-D — CDC (r?=0,9999). 43
Figura 26. Curva de calibracao do 11-D - CDC (r2=0,9987). 43

Indice de Tabelas
Tabela 1. Funcoes das hormonas esteroides produzidas nas glandulas suprarrenais'>............. 2
Tabela 2. Défices enzimdticos da esteroidogénese mais comuns que originam a hiperplasia

congénita das suprarrenais =, 10

Tabela 3. Esquematizacao das especificidades das formas Classica e Nao Classica de HCSR

por défice de 21-hidroxilase. 13
Tabela 4. Média e intervalos de referéncia das concentracdes de esteroides (nmol/L), pelo
método LC-MS/MS para casos normais e casos confirmados de HCSR, sequndo Hora M2....21

Tabela 5. Variacoes do gradiente da bomba de LC, ao longo da corrida. 28

Tabela 6. Condicoes de espetrometria de massa. 29



file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998624
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998625
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998625
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998626
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998626
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998629
file:///C:/Users/anacs/OneDrive/Documentos/Tese%20de%20Mestrado-Catarina%20Leal_%20vfinal%20_ACSL.docx%23_Toc146998636

Tabela 7. Massas correspondentes a cada metabolito em estudo, nos quadrupolos.................. 29

Tabela 8. Condicoes de fragmentacao utilizadas 30

Tabela 9. Subgrupos para os niveis de 17-OHP, em funcao da idade gestacional e peso, em

analise. 35

Tabela 10 . Aplicacao do Método de Particao de Lahti, para a divisao dos subgrupos em fungao

daidade gestacional (IG), para os niveis de 17-OHP. 36

Tabela 11. Aplicacao do Método de Particao de Lahti, para a divisao dos subgrupos em fungao

do peso, para os niveis de 17-OHP. 36

Tabela 12. Subgrupos definitivos para os niveis de 17-OHP, em funcao da idade gestacional e

peso. 37
Tabela 13. Percentil 99,5 de 17-OHP (nmol/L), em funcao daidade gestacional. ...................... 38
Tabela 14. Percentil 99,5 de 17-OHP (nmol/L), em funcao do peso. 39
Tabela 15. Resultados das provas de segundo nivel em casos confirmados de HCSR............. 44

Tabela 16. Resultados das provas de segundo nivel em recém-nascidos de termo, em que

foram obhtidos valores normais de 17-OHP no fluoroimunoensaio. 45

Tabela 17. Resultados das provas de seqgundo nivel em alguns casos, em que se obteve valores

mais elevados de 17-OHP, no fluoroimunoensaio, em RN pré-termo 46

Tabela 18. Resultados das provas de segundo nivel em alguns casos, em que foram obtidos

valores normais de 17-OHP no fluoroimunoensaio, em RN pré-termo 46



Abreviaturas

ACTH
HCSR
StAR
17-OHP
DHEA
CRH
21-OH
PRA
PNRN
LC-MS/MS
NCCLS
IG

CE

DP

EP

CxP
m/z
MRM
A4

21-D
1-D
CPS

CDC

R2

Hormona adrenocorticotréfica

Hiperplasia Congénita das Suprarrenais
Proteina reguladora esteroidogénica aguda
17-a-Hidroxiprogesterona
Dehidroepiandrosterona

Hormona libertadora de corticotrofina
21-Hidroxilase

Aumento da renina plasmatica

Programa Nacional de Rastreio Neonatal
Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem
Comité Nacional de Normas Laboratoriais Clinicas
Idade Gestacional

Energia de Colisao

Potencial de Desintegracao

Potencial de Entrada

Potencial de saida da célula de colisao

Razao massa/carga

Monitorizacao de Reacdes Multiplas
Androstenediona

Cortisol

21-desoxicortisol

11-desoxicortisol

Contagens por segundo

Centro para Controlo da Doenca e Prevencao

Coeficiente de correlacao



1. Introducao

1.1. Glandulas suprarrenais e producao de hormonas esteroides

As glandulas suprarrenais sao duas glandulas enddcrinas, de pequenas dimensoes, localizadas
no polo superior de cada rim. Entre as principais funcoes destas glandulas, é de destacar a
producao de hormonas que auxiliam na regulagao do organismo, sistema imunitario, pressao
arterial e resposta ao stress'. Estas, sao formadas por uma camada interna denominada
medula e uma camada externa designada cdrtex, que apresentam duas origens embriondrias
diferentes que originam tecidos com funcdes distintas (figura 1).

A medula tem origem embriondria na mesoderme. Nela, sao produzidas as catecolaminas,
designadamente, a adrenalina e a noradrenalina (tabela 1). Estas hormonas sao libertadas,

geralmente, em condicoes de stress'=.

Camadas da regido cortical

Capsula[

Zona

glomerulosa o £ldosterona

Glandula
Suprarrenal Zona
- . fasciculada

. .

Cortisol

| ) \ Zona
—_—— ieuls
~— reticular \
\ e > x &
€, Andiogénios

e®

Catecolaminas

Figura 1. Representacao das glandulas suprarrenais.

Por sua vez, o crtex tem origem embriondria numa subpopulacao de células da crista neural e
é dividido em trés zonas: a glomerulosa que é controlada pelo sistema renina angiotensina, a

zona fasciculada e a zona reticular, dependente do controlo da hormona adrenocorticotrdfica



hipofisdria (ACTH). Nele, sao produzidas hormonas esteroides, conhecidas no seu conjunto por
hormonas corticosteroides, detalhadamente:  mineralocorticdides, glicocorticdides e
androgénios'?3,

As hormonas mineralocorticdides, especialmente a aldosterona, é produzida na zona
glomerulosa (tabelal). Ja as hormonas glicocorticdides, nomeadamente o cortisol sao
produzidas na zona fasciculada. Além disso, ainda que em pequena quantidade na zona
reticular, sao produzidas hormonas sexuais percursoras, designadamente a androstenediona

(tabela1)'23,

Tabela 1. Funcoes das hormonas esteroides produzidas nas glandulas suprarrenais'?3,

Hormonas Funcoes

Medula  Adrenalina Acao hipertensiva e vasoconstritora da circulacao periférica;
Regulagao da musculatura lisa, com acao andloga a do sistema nervoso
simpatico;
Noradrenalina Funcao de mediadora quimica na transmissao nervosa simpatica;
Manutencao da pressao arterial em condicoes adversas;
Cortex  Aldosterona Regulacao da pressao arterial;
Manutencao do equilibrio eletrolitico do organismo;
Cortisol Estimulacao da gliconeogénese;
Catabolismo proteico;
Manutencao da pressao arterial em resposta a situagdes de stress; Diurese;

Androstenediona Hormona percursora de estrogénios e testosterona, de acordo o sexo;

1.2. Etapas da Esteroidogénese suprarrenal

A sintese de hormonas esteroides glicocorticdides, mineralocorticéides e androgénios, a partir
do colesterol é um processo metahdlico complexo e que envolve inimeras enzimas. Assim
sendo, a existéncia de bloqueios enzimaticos nesta via metabdlica pode condicionar nao sé a
producao das hormonas como também levar a acumulacao de alguns metabolitos. Estas

irreqgularidades levam ao surgimento de vdrias doencas genéticas, entre elas a Hiperplasia



Congénita das Suprarrenais (HCSR) "2 A esteroidogénese suprarrenal encontra-se

representada na figura 2.
1.2.1. Transporte do colesterol para a mitocdndria

Na primeira etapa da esteroidogénese, o colesterol é transportado paraa membranainterna da
mitocondria. A proteina responsavel por este transporte desde a membrana externa
mitocondrial para @ membrana interna mitocondrial é a proteina requladora esteroidogénica
aguda (StAR), que é imprescindivel para o desenvolvimento da esteroidogénese suprarrenal e
gonadal. Assim, mutacdes no gene que codifica esta proteina provocam hiperplasia suprarrenal
lipoide “.

Nao obstante, é de salientar que a proteina nao esta expressa em outros tecidos responsaveis
pela esteroidogénese, como por exemplo a placenta e sistema nervoso central, sugerindo a
existéncia de outros mecanismos de transporte do colesterol para a mitocondria, nestes

tecidos®®.
1.2.2. Formacao da pregnenolona

Nesta etapa, a enzima colesterol desmolase, intervém em trés reacdes quimicas,
nomeadamente, a 20-o-hidroxilacdo, 22-hidroxilacao e por fim corte da cadeia lateral na
posicao 20-22, que resultam na transformacao do colesterol em pregnenolona ®.

A acao sucessiva da atividade da 22-desidrogenase e 20,22-desmolase da enzima, resulta no
rompimento da cadeia lateral entre os dtomos de carbono 20 e 22, produzindo assim a
pregnenolona. Por sua vez, a pregnenolona migra da mitocondria para o reticulo
endoplasmatico, onde acontecem as reacdes que levam a biossintese dos restantes

corticoides suprarrenais ®.
1.2.3. Progesterona

No reticulo endoplasmatico, da-se a transformacao da pregnenolona em progesterona, por
acao do sistema enzimatico 3-3-hidroxiesterdide desidrogenase I, constituindo assim, um
ponto de partida de outras enzimas especificas envolvidas na sintese de corticoides,

nomeadamente, mineralocorticdides, glicocorticdides, androgénios e estrogénios ’.



1.2.4. Aldosterona

Inicialmente, a acao da enzima 21-hidroxilase compreende a transformacao da progesterona
em 11-deoxicorticosterona®.

No interior da mitocondria, a 11-deoxicorticosterona, por intermédio da acao da 11-B-
hidroxilase, é transformada em corticosterona ®.

Apds uma reacao catalisada pela 18-hidroxilase, a corticosterona é convertida em 18-

hidroxicorticosterona. Por fim, por acao da 18-oxidase, é formada a aldosterona®.
1.2.5. Cortisol

Na zona fasciculada das glandulas suprarrenais, ocorre a biossintese do cortisol, considerada a
hormona glicocorticéide mais importante &.

Nesta fase, ocorrem 3 hidroxilacoes sucessivas, catalisadas por diferentes enzimas 8.

A primeira reacao de hidroxilacao pode acontecer quer sobre a progesterona, quer sobre a
pregnenolona. Nesta, a acao da 17-a-hidroxilase sobre a pregnenolona, leva a formacao da17-
a-hidroxipregnenolona, que por sua vez, quando sofre a acao da enzima 3-B-hidroxiesterdide
desidrogenase, transforma-se em 17-hidroxiprogesterona (17-OHP). J3a, quando é a
progesterona a sofrer aacao da enzima17-a-hidroxilase, ocorre a formacao direta da17-OHPS.
Por sua vez, a17-OHP serve de substrato para a enzima 21-hidroxilase, emergindo na sintese
de 11-desoxicortisol, que quando ativado pela enzima 11-B-hidroxilase, transforma-se em

cortisol, considerado o composto mais ativo desta via metabdlica®.
1.2.6. Androgénios suprarrenais

Os androgénios suprarrenais (particularmente a dehidroepiandrosterona (DHEA), a
androstenediona e a testosterona), sao sintetizados essencialmente na zona reticular do
cortex da glandula suprarrenal, embora tambhém possa acontecer na zona fasciculada ®.

Para aformacao de DHEA, uma pequena fracao da 17-hidroxipregnenolona serve de substrato
aenzima17-a-hidroxilase, que mediante as suas duas atividades enzimadticas, nomeadamente

a17-hidroxilase e a17,20-liase, que levam a rutura oxidativa e eliminacao da cadeia de dtomos



de carbono, mais precisamente ao nivel do carbono 17 do anel, originando assim a sintese de
DHEA 9,

De sequida, através de reacoes catalisadas pela 3-p-hidroxidesidrogenase, é formada a
androstenediona. Esta também se pode formar a partir da17-OHP, por intermédio da atividade
enzimatica da17,20-liase 5°.

Jd atestosterona é formada a partir da reducao (atomo de carbono 17) da androstenediona, por
acao da enzima 17-B-hidroxiesterdide desidrogenase. Nao obstante, a producao e secrecao
mais preponderante da testosterona acontece fundamentalmente nas génadas masculinas®®.
E também de salientar que, o cértex das glandulas suprarrenais tem a capacidade de sintetizar
a totalidade das hormonas esteroides, no entanto, em situacdes normais, nao tem a aptidao

necessaria para suprir as funcoes enddcrinas das génadas masculinas e femininas®®.
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Figura 2. Representacao da esteroidogénese, onde é possivel observar défice de mineralocorticdides,

glicocorticéides e o excesso de androgénios, presente na HCSR por défice da enzima 21-hidroxilase.™



1.3. Regulacao da secrecao hormonal das glandulas suprarrenais

As hormonas do cdrtex suprarrenal sao transportadas em combinacao com proteinas
plasmaticas especificas. A metabolizacao é efetuada no figado e a excrecao na bilis e urina.

No que diz respeito, aos glicocorticéides e androgénios suprarrenais, a regulacao é efetuada
pela secrecao da hormona libertadora da corticotrofina (CRH) e a ACTH, ja a sintese de
mineralocorticdides também é dependente da secrecao de ACTH, nao obstante, é regulada
principalmente pelo sistema renina-angiotensina (figura 3). 8"

Destaforma, quando ha ausénciade secrecao de ACTH, pela hipdfise, a zonafascicular e azona
reticular do cértex suprarrenal, onde sao sintetizados o cortisol e 0s androgénios, sofrem uma
atrofia total. Por outro lado, a zona glomerulosa, onde sao sintetizados os mineralocorticdides,
é praticamente conservada na sua totalidade ™.

Assim, um aumento da ACTH origina, por consequéncia um aumento da secrecdao dos
glicocorticéides, mineralocorticdides e androgénios. Caso, este aumento se mantenha,

verifica-se uma diminuicao da concentracdao de mineralocorticoides, ja que a sua producao é

regulada por outros mecanismos ®".
1.4. Esteroidogénese no periodo gestacional

A placenta é considerada uma glandula enddcrina incompleta, no que concerne a sintese de
esteroides. Durante a gravidez, esta é responsavel pela producao de quantidades significativas
de progesterona, estradiol, estrona e estriol. Estas hormonas assumem um papel importante,
quer na manutencao da gravidez e desenvolvimento fetal, quer no parto.”

E também de salientar que até & 82 semana de gestacdo, sdo maioritariamente os ovdrios
maternos, os responsaveis pela esteroidogénese, na qual, os estrogénios sao formados pela
via normal, desde a progesterona e por isso ohserva-se um aumento da 17-OHP plasmatica,
com tendéncia a desaparecer apos esse periodo, quando a placenta se torna a principal
responsavel pela secrecdo.”

A partir do segundo trimestre de gestacao e inicio do periodo neonatal,a ACTH é aresponsavel

pelo controlo da reqgulagao da esteroidogénese fetal.”



Em recém-nascidos (RN) pré-termo, a capacidade de manter a homeostase pode ser reduzida,
ja que nao ha uma correta ativacao do eixo hipotdlamo-hipdfise. Assim, a imaturidade e
possiveis patologias associadas, em RN prematuros pode originar uma funcao adrenal

inadequada, estando esta também relacionada com aidade gestacional.™
1.5. Hiperplasia Congénita das Suprarrenais

O primeiro relato cientifico de HCSR, foi efetuado em 1865, por Luigi De Crecchio, através da
divulgacao, na revista Morgagni, de achados da autdpsia de um homem de 44 anos, chamado
Giuseppe Marzo, que teria morrido, apés uma aparente crise Addisoniana (condicao
potencialmente fatal, caracterizada por uma progressao rdpida de sintomas inespecificos tais
como: fadiga, vomitos, dor abdominal, hipotensao, encefalopatia metabdlica, choque, entre
outros, resultante dainsuficiéncia aguda de glicocorticoides e mineralocorticdides) . Além disso,
apresentava 6rgaos genitais externos masculinos (pénis com cerca de 6 cm, sem testiculos) e
6rgaos reprodutores internos femininos (ttero e trompas de Faldpio), com um significativo
aumento das glandulas adrenais. Mais tarde, descobriu-se que na realidade tratava-se de um
individuo do sexo feminino com HCSR™™.

A Hiperplasia Congénita das Suprarrenais compreende um grupo de doencas genéticas comum
modo de transmissao autossomica recessiva, que pode ter origem em defeitos em uma de
cinco enzimas (21- hidroxilase, 11-3-hidroxilase, 3-3-hidroxiesterdide desidrogenase, 17-0-
hidroxilase e a StAR), envolvidas na biossintese do cortisol >.

Quando ha uma diminuicdo dos niveis de cortisol no plasma, o hipotdlamo responde
aumentando a secrecao de hormona libertadora de corticotrofina (CRH) que por sua vez,
estimula a hipdfise a secretar ACTH que atua sobre o cértex da glandula suprarrenal, originando
hiperplasia e aumento da producao de hormonas, incluindo o cortisol (figura 4).

Além disto, em casos de hiperplasia do cértex das glandulas suprarrenais, causada pela elevada
producao de ACTH, pode afetar as zonas adjacentes, incluindo a zona glomerulosa, onde a
aldosterona é produzida™®.

Por sua vez, a regulacao da aldosterona nao é tao dependente do eixo hipotalamo-hipdfise
quanto o cortisol. Esta é essencialmente regulada pelo sistema renina-angiotensina-

aldosterona (figura 3) .
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Figura 3. Esquematizacao do sistema renina-angiotensina.

Além disso, o aumento da secrecao de ACTH, que tem como objetivo a compensacao da
producao deficitdria de cortisol, resulta, paralelamente, na ativacao das restantes enzimas
funcionais, estimulando a sintese de outras hormonas esteroides que caracterizam alguns dos
défices (figura 4) 8.

As consequéncias clinicas, manifestadas nos individuos afetados, dependem diretamente da
posicao daviametabdlica, onde ocorre o bloqueio enzimatico e da sua magnitude. Desta forma,
quando o bloqueio enzimdtico € grave e ocorre nas etapas iniciais da esteroidogénese, pode
nao existir a producao de nenhuma hormona esteroide, e por isso, tornar-se incompativel com

avida™m’8,
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Figura 4. Representacao da fisiopatologia da Hiperplasia Congénita das Suprarrenais por défice de 21-

hidroxilase.

1.5.1. Epidemiologia

A forma mais comum da HCSR, é causada por mutacoes no gene CYP2TA2 que codifica a
enzima 21-hidroxilase (21-OH), responsavel por 90-95% dos casos desta patologia'®?*. Os
restantes 5% sao causados, pelo défice de outras enzimas como a 11- 3 -hidroxilase ou da 3-
3 -hidroxiesterdide desidrogenase™.

Devido a variabilidade no que diz respeito ao grau de deficiéncia enzimatica, a HCSR por défice
de 21-hidroxilase, origina duas formas clinicas: a mais severa, designada de forma cldssica (que

engloba a forma perdedora de sal e a virilizante simples) e a ndo classica™.



A HCSR cldssica apresenta umaincidéncia global de 1em cada 15 000 nados-vivos, sendo esta
semelhante em ambos os sexos. No entanto, esta é particularmente incidente na populagao de
Esquimés Yupic do Alaska (1:280) na ilha francesa de La Réunion (1:2 100), Ardbia Saudita
(1:5000) e Filipinas (1:7000). Por sua vez, a forma nao classica, apesar de subdiagnosticada, é
mais comum, estimando-se que tenha uma incidéncia de 1em cada 1000 nados-vivos, sendo
particularmente relevante na populacao de judeus Ashkenazi da Europa de Leste (1:27) 202122,

Além do défice de 21-OH, outros défices enzimaticos podem ser responsaveis pela HCSR, tal

como descritos na tahela 2.

Tabela 2. Défices enzimaticos da esteroidogénese mais comuns que originam a hiperplasia congénita das

suprarrenais 3,

Défice enzimatico HCSR (%) Androgénios  Mineralocorticéides Glicocorticdides
21-hidroxilase 90-95% T l 4
11B-hidroxilase 0,2-8% T T l
17 a-hidroxilase rara l ) l
3p-hidroxisteréide <5% l l l
desidrogenase
P450 oxirredutase rara Pré-natal 1 o l
Pds-natal |
StAR rara l l l

Legenda: HCSR - Hiperplasia Congénita das Suprarrenais; StAR - Proteina reguladora esteroidogénica aguda; < -

inferior; 1+ - Aumento; | - Diminuicao; ~ - mantém os niveis;

1.5.2. Défice de 21-Hidroxilase

A HCSR por défice de 21-OH representa cerca de 90 a 95% dos casos desta patologia e porisso
é reiteradamente considerado sinénimo de HCSR 024,

A enzima 21-OH catalisa a terceira etapa de formacdo da aldosterona, convertendo a
progesterona em desoxicorticosterona e na biossintese do cortisol é responsavel pela
conversao da 17-hidroxiprogesterona em 11-desoxicortisol & A HCSR apresenta uma ampla

variabilidade clinica que se traduz num vasto espetro de sintomas, dai a necessidade de
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estabelecer uma classificacao diferencial, nomeadamente as formas classicas e as formas nao
classicas. Nas formas cldssicas, as manifestacoes clinicas podem surgir ja durante o periodo
pré-natal, sendo por norma mais severas. Sao distinguidas em forma perdedora de sal e a
forma virilizante simples. Ja, nas formas nao cldssicas, podem apresentar manifestacoes

clinicas em idade mais tardia, sendo que alguns pacientes podem ser assintomaticos =>.
1.5.3. Manifestacoes clinicas

A forma cldssica perdedora de sal é considerada a mais severa e representa cerca de 75%do
total de casos da forma cldssica. Neste caso, a atividade enzimadtica é extremamente baixa
(<2%), 0 que origina deficiéncia na sintese de aldosterona e cortisol. Em consequéncia do défice
em aldosterona, ocorre a perda renal de sddio e niveis de potdssio e renina elevados. Em
consequéncia, hd uma dificuldade em estabelecer o balanco eletrolitico do organismo,
culminando em crises de perda de sal %. Assim, para além dos sinais de virilizacao no sexo
feminino, o hipocortisolismo e a insuficiéncia de mineralocorticéides, aumenta a predisposicao
para a crise adrenal, acompanhada de vémitos, desidratacao, hipoglicemia, hipotensao, bem
como hipercalemia e hiponatremia, logo nos primeiros dias/semanas apds o nascimento 26-2°,
A crise adrenal, pode ser fatal, caso o tratamento adequado nao seja administrado, podendo
haver comprometimento do desenvolvimento neuroldgico, em casos de hipoglicemia
acompanhada de hiponatremia 26-2°,

No sexo feminino, o diagndstico é normalmente precoce, dada a presenca de virilizagao genital,
secunddria ao excesso de androgénios durante a gravidez. Neste caso, a semelhanca da forma
virilizante simples, a genitalia de recém-nascidos do sexo feminino afetados pode ter aparéncia
varidvel desde a clitoromegalia até uma apresentacao masculina com presencade pénis, uretra
e testiculos. Todavia, 0 achado encontrado mais comum inclui clitoromegalia, grandes labios
rugosos e fundidos e um orificio perineal unico™. Nestes casos, dada a semelhanca de
sintomatologia, deve ser considerado o diagndstico diferencial como, por exemplo, o Sindrome

de Insensibilidade a Androgénios, hiperprolactinemia e tumores das glandulas suprarrenais™.

n



Dada a variabilidade observada, relativamente ao grau de virilizacao, este é classificado tendo

em conta a escala de Prader (estadio 1a 5) (figura 5) ™.

Normal @ 1] 1] v v Normal

\\ /) \ j(/j \/\\W ;ﬁ

Figura 5. Estadios de virilizagao, no sexo feminino mediante a Escala de Prader™,

Por sua vez, os doentes do sexo masculino, nao apresentam ambiguidade dos drgaos genitais.
Estes, sao particularmente propensos a ocorréncia de crises adrenais, no periodo neonatal, logo
apos alta hospitalar, visto que grande parte da testosterona é produzida nos testiculos e nao
nas glandulas suprarrenais, dificultando o diagndstico desta patologia. Nestes casos, verifica-
se, por vezes, hiperpigmentacao genital ou aumento do pénis '>°>

A forma classica virilizante simples, representa cerca de 25% dos casos correspondentes as
formas cldssicas. Nesta forma, uma parte da funcao enzimatica é preservada e por isso, a
producao de aldosterona é suficiente paramanter ahomeostase do sddio, exceto em condigoes
extremas. Neste caso, é possivel observar sinais de virilizagcao pré-natal dos genitais externos
no sexo feminino, hipocortisolismo e puberdade precoce em ambos 0s sexos. Esta, pode ainda
manifestar-se por aceleracao do crescimento e da maturacao dssea, crescimento anormal do
pénis nos rapazes e clitoromegalia nas meninas 33",

No que diz respeito a forma nao classica da HCSR, é de mencionar que habitualmente tem um
inicio mais tardio, podendo manifestar-se no final da infancia, na adolescéncia ou até mesmo
naidade adulta, com o aparecimento de sinais de hiperandrogenismo. A apresentacao clinica é
muito varidvel, sendo de destacar a pubarca precoce, hirsutismo, acne, idade dssea avancada,
oligomenorreia ou infertilidade. Nao obstante, em alguns casos, pode verificar-se auséncia de

sintomas 3.
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Nas mulheres, durante a adolescéncia e idade adulta, pode observar-se hirsutismo,
oligomenorreia, acne, infertilidade, clitoromegalia, alopécia e amenorreia primaria. Além disso,
o risco de aborto espontaneo é considerado maior nas mulheres com esta patologia, sendo
ainda de referir que 50% das mulheres com HCSR nao cldssica necessita de efetuar terapéutica
glicocorticoide para engravidar 3233, Muitas vezes, é dificil efetuar o diagndstico diferencial com
a Sindrome dos Ovarios Poliquisticos, dado que a sintomatologia pode ser muito
semelhante®34. No sexo masculino, pode ocorrer puberdade precoce, acne e baixa estatura, no

entanto a maioria dos doentes apresenta uma funcao testicular e fertilidade normais 234,

Tabela 3. Esquematizacao das especificidades das formas Classica e Nao Classica de HCSR por défice de 21-

hidroxilase.
Forma Classica Forma Nao classica
Perdedora de sal Virilizante Simples
M F M F M F
Idade de RN -6 meses RN-1més 2-4anos RN-2anos Infancia aidade adulta
apresentacao
Virilizacao Nao Sim Nao Sim Nao
Cortisol l l Normal
Aldosterona l Normal Normal
17-OHP >600 nmol/L 300-600 nmol/L 45-300 nmol/L
(apds estimulacao com
ACTH)
Tratamento Glicocorticéides e Glicocorticéides e Glicocorticdides (casos
Mineralocorticdides eventualmente sintomdticos)

Mineralocorticéides
Legenda: M - Sexo masculino; F- sexo feminino; RN — recém-nascido; ACTH- Hormona adrenocorticotrdfica; 17-OHP - 17-

hidroxiprogesterona

1.5.4. Aspetos genéticos

A Hiperplasia Congénita das Suprarrenais por défice de 21-hidroxilase, deve-se
maioritariamente por mutacoes no gene CYP21A2, que codifica esta enzima 3536,

0 gene CYP21A2 localiza-se na regido do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) de
classe lll, no braco curto do cromossoma 6 (6p21.3), préximo do seu pseudogene inativo

CYP21A1P3"28, A existéncia de uma altahomologia entre os genes CYP21, pode estar na origem
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de emparelhamentos desiguais durante a meiose, possibilitando o surgimento de crossing-
over desiguais, originando delecoes, duplicacdes e conversdes e/ou transferéncia de
sequeéncias deletérias do pseudogene para o gene ativo®-4.

Esta doenca apresenta um modo de transmissao autossdémica recessiva, por isso uma crian¢a
que receba duas mutacoes patogénicas do gene terda uma perda enzimdtica total ou quase total,
e por consequéncia tera a forma cldssica perdedora de sal com virilizagao (ou ambiguidade
sexual no sexo feminino), por excesso de producao dos esteroides suprarrenais que nao
requerem a atividade da enzima. Caso receba apenas uma mutacao grave com preservacgao de
pelo menos 1a 5% da atividade da enzima, podera apresentar a forma virilizante simples sem
perda de sal. Por fim, caso apresente uma mutacdo menos grave, em que a enzima apresenta
cerca de 20 a 50% da sua atividade, a crianca sera portadora de uma forma nao cldssica de
HCSR, com sinais de androgenizacao que pode aparecer em idade escolar ou até mesmo na
adolescéncia®#.

Desta forma, o fendtipo varia de acordo com o grau de défice enzimatico, havendo ainda uma
boa correlacao entre o gendtipo e o fendtipo, comprovada em cerca de 90% nas formas
perdedoras de sal, sendo mais baixa nas formas virilizante simples (70-75%) e nao cldssicas
(45-65%) 4344,

N3ao obstante, existem muitos polimorfismos no gene CYP27 com normal funcao
enzimatica'®.

Ainda assim, a correlacao gendtipo-fendtipo nao é de 100%, o que pode sugerir a influéncia de
outros genes e de fatores ambientais no aparecimento de manifestacées clinicas. Para além
disso, a variacao na biossintese do cortisol e a sensibilidade aos androgénios também
apresentam relevancia nas manifestacoes clinicas da doenga™?".

Em suma, os doentes em geral, sao heterozigdticos compostos, ou seja, apresentam mutacoes
diferentes em cada um dos alelos, sendo a forma clinica determinada pelo alelo com maior

atividade enzimatica 6.
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1.5.5. Diagndstico bioquimico

A alteracao bioquimica mais caracteristica da HCSR por deficiéncia de 21-hidroxilase é o
aumento da 17a-hidroxiprogesterona, o principal substrato desta enzima. Este aumento,
também pode ser observado na deficiéncia em 113-hidroxilase, mas nao em outros tipos desta
doenca 474849

A 17a-hidroxiprogesterona também € produzida na placenta, por isso também podem ser
obhservados valores elevados no sangue do cordao umbilical e no sangue de recém-nascidos
saudaveis, quando a colheita é efetuada nas primeiras horas de vida, no entanto esta
concentragao baixa rapidamente apds as 48 horas de vida. Em comparacao, em bebés com
HCSR, os niveis deste metabolito tendem a manter-se elevados ou a aumentar 47031,

A Sociedade Europeia de Endocrinologia Pedidtrica recomenda o estabelecimento dos valores
de referéncia para a 17-OHP, em funcao da idade gestacional, nomeadamente para recém-
nascidos pré-termo (<37 semanas de gestacao): < 60 nmol/L e valores <30 nmol/L para
recém-nascidos de termo (>37 semanas de gestacao) 523,

Os doentes de HCSR classica apresentam geralmente, valores basais da 17-OHP (valores
normais de 17-OHP no organismo, medidos em condicdes de repouso) que geralmente
excedem 10000 ng/dL (>300 nmol/L), embora cerca de 10% dos recém-nascidos doentes
possam apresentar niveis inicialmente normais, no periodo neonatal (figura 6). J&, na formanao
classica, a 17-0HP basal pode ser normal ou ligeiramente elevada, no entanto apds prova de
estimulacdo com a ACTH sintética, esta apresenta um aumento significativo (1500 a 10000
ng/dL) (figura 6) 204",

Podem ainda ser encontradas outras alterac6es analiticas tais como o aumento da
progesterona, 17-hidroxipregnenelona, 21-deoxicortisol, androstenediona e testosterona.
Além disso, 0 aumento da atividade da renina plasmatica (PRA) e a diminuicdo do racio
aldosterona/PRA indica um défice na sintese da aldosterona, permitindo assim a diferenciacao
entre a forma classica perdedora de sal e a forma virilizante simples, depois do periodo
neonatal*®>*. Nao obstante, é de mencionar que o diagndstico da forma cldssica de HCSR, no

sexo feminino, é geralmente feito ao nascimento, dada a presenca de ambiguidade dos drgaos
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genitais. Caso a suspeita surja durante a gestacao, é possivel efetuar o diagndstico, através da
medicao dos niveis de 17 « -Hidroxiprogesterona presentes no liquido amnidtico 5.

Perante a suspeita da forma nao classica, deve ser efetuado o doseamento da 17-OHP basal
pelamanha (preferencialmente pelas 8h). Nas mulheres, em idade fértil, este doseamento deve
ser efetuado no inicio da fase folicular (no primeiro dia de cada ciclo menstrual), jd que o corpo
luteo produz 17-0OHP, podendo originar falsos positivos, caso a colheita seja efetuada durante
a fase ldtea (apds a ovulagao). Este rastreio tambhém pode ser importante em mulheres com
histéria familiar de HCSR ou caso pertenca a uma etnia em que esta doenca seja muito

prevalente >"°8,

>300 nmol/L —compativel com

HCSR forma classica >300 nmol/L

Confirma HCSR classica

| Apds teste de
6-300 nmol/L - compativel com estimulacdo com F— 31-300 nmol/L
HCSR forma ndo classica ACTH / )

Valores basais 17-OHP
Confirma HCSR ndo cldssica

\/ <6 nmol/L - Frequentemente <50 nmol/L — Normal
Normal

Figura 6. Diagndstico bioquimico da Hiperplasia Congénita das suprarrenais®®.

1.5.6. Diagnéstico precoce

Orastreio neonatal visa a detecao de varias doencas no periodo pré sintomatico, tendo em vista
ainstituicao de terapéutica precoce adequada, com claros beneficios para o recém-nascido. A
integracao de uma determinada doenca no programa de rastreio neonatal deve obedecer a
determinados critérios, entre os quais é possivel destacar: a existéncia de um marcador
bioquimico econdmico, com elevada sensibilidade e especificidade, aplicavel para a
identificacao da doenca no periodo pré-sintomadtico, a existéncia de tratamento eficaz para a

doenca, com maior probabilidade de sucesso quando iniciado antes do aparecimento de
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sintomas e por fim ter uma frequéncia e custo relacao/ beneficio concebiveis em termos de
sauide publica %",

Em meados de 1960, J.M.G. Wilson e G. Junger procederam a compilacao de um conjunto de
critérios que visam determinar a adequacao para o estabelecimento de programas de rastreio.
Atualmente ainda é considerado um classico da literatura na drea da Saude Publica®>®.

Em Portugal, o rastreio neonatal teve inicio no final de 1979, com o rastreio da Fenilcetondria.
Mais tarde, foi incluido o Hipotiroidismo Congénito (1981) 6064,

0 Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN), caracteriza-se por um programa de Satide
Publica sistematico, desenvolvido pelo Instituto Nacional de Saude Ricardo Jorge. Este, é de
participacao voluntdria e financiado pelo Estado, na sua totalidade. A sua taxa de cobertura é
de cercade 99,9%, o que reflete uma forte adesao %46

Atualmente, o Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN), usualmente conhecido por
“teste do pezinho”, inclui o Hipotiroidismo Congénito, a Fibrose Quistica, a Drepanocitose e mais
24 Doencas Hereditarias do Metabolismo®®. A Hiperplasia Congénita das Suprarrenais nao se
encontra incluida, no entanto, em 1989, foi efetuado um rastreio experimental, onde foram
estudados 100.000 recém-nascidos ®’. Nele, foram encontrados 21 casos de recém-nascidos
que apresentaram valores de 17-OHP superiores a 30 nmol/L, sete dos quais foi confirmado o
diagnadstico de HCSR, porém, o tempo médio de inicio de tratamento era elevado na altura
(cerca de 19 dias), 0 que nao permitia antecipar o aparecimento de sintomas, fazendo com que
em apenas dois casos se tenha antecipado o diagndstico clinico. Tudo isto, levou a que nao
houvesse implementacao e alargamento deste rastreio a todos os recém-nascidos, em
Portugal ¢”. Atualmente o tempo médio de inicio de tratamento ronda os 10 dias de vida.

A nivel mundial, ja sao vdrios os paises que incluem a Hiperplasia Congénita das Suprarrenais
no rastreio neonatal, tendo em vista, essencialmente, a identificacdao da forma classica com
perda de sal e a virilizante simples, verificando-se uma significativa diminuicao da morbilidade
e mortalidade associadas >®.Neste caso, o rastreio, além de permitir a rdpida administragcao do
tratamento adequado (uso de mineralocorticoides ou glicocorticoides), prevenindo crises de
perda de sal e morbimortalidade associada, possibilita a correta classificacao do género em
recém-nascidos do sexo feminino com virilizacao dos drgaos genitais externos e o diagndstico

precoce da forma virilizante simples, evitando a hiperandrogenizacao durante a infancia®°.
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Segundo Elena Iniguez et al, nos paises onde se realiza o rastreio da HCSR, registou-se uma
melhoria na taxa de sobrevivéncia, verificando-se uma maior incidéncia desta doenca no sexo
feminino. Além disso, a possibilidade de prevencao da hiponatremia, evita problemas futuros
de atraso de desenvolvimento e de aprendizagem. Outro beneficio relatado, tal como
mencionado anteriormente, é diminuicao do tempo de atribuicao correta do sexo®°.

Nos programas de rastreio neonatal conhecidos, é utilizado como marcador primdrio a 17-
hidroxiprogesterona, dado que a sua conversao em 11-desoxicortisol e da progesterona em 11-
desoxicorticosterona, que sao precursores do cortisol e da aldosterona, respetivamente, é
promovida pela acao da 21-hidroxilase. Dado que, a 17-OHP estd presente em niveis elevados
no soro de recém-nascidos com défice de 21-hidroxilase, é possivel deteta-la e quantifica-laa
partir de amostras de sangue seco™"™,

A concentracao da 17-OHP em recém-nascidos depende do peso, idade, prematuridade e até
do facto se tratar de gémeos. Por recomendacao do Working Group on Neonatal Screening of
the European Society for Paediatric Endocrinology (Grupo de Trabalho de Rastreio Neonatal da
Sociedade Europeia de Endocrinologia Pedidtrica), os valores de referéncia para bebés de
termo é inferior ou igual a 30 nmol/L. J3, valores entre os 30 e os 90 nmol/L requerem uma
nova avaliacao e quando sao superiores 90 nmol/L é sugestivo de HCSR. J3, para recém-
nascidos pré-termo (27-36 semanas), o valor de referéncia para este marcador € inferior ou
igual a 60 nmol/L475253,

Assim, o rastreio neonatal da HCSR inclui um teste de rastreio principal em que é feito o
doseamento da 17-OH-progesterona por fluoroimunoensaio de resolucao temporal em
sangue seco em papel, de recém-nascidos entre os 3 e os 6 dias de vida. Todavia, a utilizacao
da 17-0OHP como marcador primario do rastreio desta doenca resulta num elevado nimero de
falsos positivos, devido a reacdes cruzadas de metabolitos percursores deste esteroide,
verificadas principalmente nas primeiras 48h apds o nascimento e em recém-nascidos pré-
termo e/ou de baixo peso (valor preditivo positivo de 1,4%, sequndo Gidl6f , et al) ou até mesmo
devido a patologias associadas, stress e variacao bioldgica. Inclusivamente, em alguns paises,
foirelatado que cerca de 100 recém-nascidos sao examinados desnecessariamente para cada

caso de HCSR detetado™ 74,
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Por outro lado, Houang M. et al, confirmou que a ingestao materna de corticosteroides
inalatdrios durante a gravidez, pode ser um fator a ter em conta, ja que pode diminuir os niveis
de 17-0OHP, contribuindo para a perda de diagndstico desta patologia. Por outro lado, o uso de
espironolactona, pode contribuir para a obtencao de um resultado falso positvo™.

Além disto, estao também descritos, ainda que com uma frequéncia rara, a obtencao de
resultados falsos negativos para a forma cldssica virilizante simples, originando o atraso de
diagndstico™.

No sentido de mitigar este problema, foram implementadas em alguns paises, provas de
segundo nivel (provas efetuadas sobre a amostra inicial de rastreio, apés o doseamento do
marcador primario) recorrendo a cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em
tandem (LC-MS/MS). Assim, o doseamento de metabolitos como a 17-OHP, androstenediona
(A4), 1N-desoxicortisol (11-D), 21-desoxicortisol (21-D), cortisol (F) e particularmente, o uso da
razao (17-OHP+A4)/F, fornecem informacdes adicionais importantes, melhorando
significativamente a especificidade do protocolo e por consequéncia o seu valor preditivo
positivo 276,

Num estudo experimental, na Nova Zelandia, Mark R. de Hora et al, recorreu a um teste de
primeiro nivel, no qual é doseada a 17-OHP em amostras de sangue seco em papel por
fluoroimunoensaio de resolucao temporal, colhidas entre as 48 e 72h de vida. Para recém-
nascidos com peso < 1500g, é efetuado uma segunda colheita com 2 semanas de vida e caso
tenham peso <1000g é ainda realizada uma terceira colheita com 1 més de vida. Neste método,
valores de 17-0OHP superiores a 27 nmol/L e superiores a 37 nmol/L pararecém-nascidos com
peso <1500g, sao considerados fora dos valores de referéncia e por isso submetidos a provas
de segundo nivel por cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa, diminuindo
assim o nimero de falsos positivos e por consequéncia a inespecificidade do protocolo 5.,
Segundo o teste de segundo nivel, por LC-MS/MS de Lacey et al, a grande maioria de falsos
positivos, apresentavam um pico de cortisol substancial. Ja, em casos confirmados de HCSR,
verifica-se uma diminuicao do cortisol, enquanto a 17-OHP, androstenediona, estao
aumentados (figura 7). Por sua vez, em casos de HCSR por défice de 21-hidroxilase, verifica-se
um aumento da 21-desoxicortisol, por outro lado, em casos de HCSR por défice de 11-3-

hidroxilase, verifica-se um aumento de 11-desoxicortisol’®"".

19



2 0ad

1004

2 4
2 04 B a
o “ Legenda:
1 2 - F;
- ) 2 I 2- A4,
C 4
2004 a3 3- ds-170HP;
roes , 4- 17-OHP

2.8 2.8 3.0 32 3.4 3.8 38 4.0 4.2 Tirne (min}

Figura 7. Perfil de esteroides por LC-MS/MS, num controlo normal (A), num falso-positivo por

fluoroimunoensaio (B) e num caso confirmado de HCSR (C) 7.

Tendo em conta o método desenvolvido por Janzen N. et al, este permite a quantificacao de 17-
OHP sem reac0es cruzadas e do marcador, considerado mais importante na detecao da HCSR
por défice de 21-hidroxilase. E ainda de salientar, que nos casos em que os valores de 21-D ndo
estao acima do limite normal, torna-se ainda mais importante o calculo da razao (21-D+17-
OHP) /F, que em casos de HCSR por défice de 21-hidroxilase, apresenta-se significativamente
elevada™.

Por outro lado, um estudo efetuado por Hora MR et al, demonstrou que a razao (17-OHP+ A4)
/F foi semelhante em RN de termo e/ou com peso superior ou igual a 2500g. Ja nos RN pré-
termo, verificou-se um aumento transitdrio da 17-OHP, motivado pela expressao tardia da 11-
- hidroxilase, responsdvel pela conversao do 21-D em F. Além disso, uma taxa relativamente
alta da sintese de precursores da 17-OHP s¢ é efetuada numa fase mais tardia da gravidez, e
por consequéncia a conversao da 17-OHP e da A4, o que explica o aumento da razao (17-
OHP+A4) /cortisol em RN com peso haixo e com idade gestacional menor. E de destacar ainda
que a aproximacao dos RN pré-termo a idade gestacional de termo, a involucao fetal das
glandulas suprarrenais e a normalizacao da esteroidogénese pds-natal, acompanhada do
aumento da atividade da enzima 11-3-hidroxilase, podem explicar a diminuicao da17-OHP e da

razao anteriormente mencionada, em RN com idade gestacional superior a 36 semanas®.
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Alguns estudos, apontam ainda que quando é aplicada a razao (170HP+A4) /cortisol com um
cutoff entre 2.5 e 3.75, diminui significativamente o nimero de falsos negativos. Por outro lado,
segundo Hora M., e de forma a reduzir o nimero de falsos positivos e com um baixo risco de
diminuir a sensibilidade do teste, em RN de baixo peso e RN pré-termo, é aconselhado o
estabelecimento do cutoff de 2,3, ja nos RN com peso normal é de 1,4 e de 0,7 em behés de
termo?>. Neste estudo, foram ainda calculadas as médias e intervalos de referéncia para os

parametros anteriormente mencionados, que estao representados na tabela 4.

Tabela 4. Média e intervalos de referéncia das concentracdes de esteroides (nmol/L), pelo método LC-MS/MS

para casos normais e casos confirmados de HCSR, segundo Hora M,

Controlo Normal Doentes HCSR
Média Intervalo dereferéncia Média Intervalo de Referéncia
(nmol/L) (nmol/L)
17-OHP (LC-MS/MS) 12 <1-161 467 12-1422
A4 6 <1-13 244 32-875
F 75 <1-6319 42 28-77
(1770HP+A4) /F 0,27 <0,01-9,23 143 1,36-99,00

1.5.7. Tratamento

No inicio da década de 50, Wilkins e Bartter demonstraram pela primeira vez os beneficios da
administracao de corticoides no tratamento da HCSR. A partir dai, o progndstico destes doentes
tem melhorado significativamente, com a taxa de mortalidade a diminuir drasticamente. Os
estudos posteriores tém-se focado essencialmente na importancia do seguimento dos
pacientes a longo prazo e nas implicacdes de um diagndstico precoce e da correta
monitorizacao do tratamento *2.

O tratamento aplicado, além de substituir as hormonas em défice como o cortisol e aldosterona
(forma classica perdedora de sal), também tem como objetivo, o restabelecimento da
retroalimentacdo negativa sobre a ACTH, culminando na diminuicao da estimulacao das
glandulas suprarrenais por este metabolito e consequentemente a reducao da sintese de

androgénios suprarrenais '@
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Assim, o tratamento administrado a casos de HCSR por défice de 21-OH assenta
essencialmente em dois principios: a correcao dos défices hormonais e supressao da secre¢ao
excessiva de androgénios .

A administracao de hidrocortisona é a mais utilizada na correcao do défice de cortisol. Jd paraa
substituicao do défice de aldosterona, é administrada essencialmente a 9-alfa-
fludrocortisona'.

A terapéutica adequada, deve ser administrada imediatamente apds a confirmacao do
diagndstico, sendo que deve ser ajustada a condicao clinica de cada doente. E ainda de salientar,
que quando o diagndstico da HCSR é feito através do rastreio neonatal ou pela observacao de
virilizacao no sexo feminino, e sem sinais de desidratacao ou de transtornos digestivos, a
administracao pode ser feita via oral. No caso da hidrocortisona, inicialmente sao
administradas doses de 50 mg/m?/dia, sendo progressivamente ajustada para uma dose de
manutencao de 25 mg/m?/dia. Ja a fludrocortisona é iniciada com doses de 25ug, duas vezes
por dia, devendo a dosagem ser ajustada em funcao das caracteristicas clinicas e bioldgicas de
cada doente, sendo estas avaliadas a partir da analise do ionograma sanguineo e da
determinacao analitica da renina'™e,

Ao longo da vida, estes doentes devem efetuar terapia de substituicdao hormonal para o
tratamento da insuficiéncia suprarrenal e de forma a diminuir os niveis elevados de
androgénios, proporcionando assim, crescimento e puberdade normais .

Desta forma, em crian¢as maiores, a hidrocortisona administrada como terapia de substituicao
de glicocorticdides, é dividida em duas ou trés doses de 10-15 mg/m?/dia, com doses maiores
durante amanha. Napuberdade, normalmente é necessdrio aumentar adose deste tratamento,
havendo a necessidade de uma vigilancia clinica mais consistente. Relativamente a terapéutica
com 9-alfa-fludrocortisona para substituicao de mineralocorticdides, as doses variam
consoante aidade do individuo (50-100 pg/dia), e em funcao da renina 7°#°.

Em doentes até aos 2 anos de idade, com a forma perdedora de sal, é necessaria a ingestao de
1-2 g/dia de sddio. A partir dai, essa ingestao é assegurada através da alimentacao.

J3, particularmente, em condicoes de stress, como por exemplo: febre, transtornos
gastrointestinais ou acidentes, a dosagem de hidrocortisona deve ser monitorizada, sendo que

por norma, a dose é aumentada para o dobro ou o triplo da habitual. O esforco fisico e intelectual,
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normalmente nao requer o dobro da dosagem comum. J3, no caso da 9-alfa-fudrocortisona, a
dose nao deve ser aumentada a margem das descompensacoes hidroeletroliticas 8-8°.

0 sobretratamento com glicocorticdides pode provocar caracteristicas do Sindrome de Cushing
e o excesso de mineralocorticdides pode originar hipertensao arterial. Assim, o
acompanhamento por uma equipa multidisciplinar, incluindo endocrinologistas pediatricos,
cirurgioes, ginecologistas e psicdlogos, assume particularimportancia™.

Em diagndsticos efetuados durante a gravidez, e no caso de o feto ser do sexo feminino, com
risco de desenvolver a forma cldssica de HCSR, é possivel iniciar tratamento pré-natal, através
da administracao de dexametasona. Quando este tratamento é administrado antes da nona
semana de gestacao, evita a producao excessiva de androgénios, e por consequéncia a
ambiguidade genital nas meninas. J3, se nao for possivel o diagndstico, antes do nascimento, é
efetuado uma vaginoplastia, ainda durante o primeiro ano de vida®'.

0 tratamento das formas nao classicas estd recomendado apenas, quando se verifica pubarca
precoce e rapida progressao da maturacao ssea com possiveis implicacoes na estatura final.
Em individuos assintomaticos, nao é recomendado o inicio da terapéutica e quando iniciada,
devera ser descontinuada ap6s resolucao dos sintomas. Tém indicacao para terapéutica de
stress aqueles que estao sob crioterapia e por isso com possibilidade de supressao do eixo
adrenal *°.

Por fim, é importante referir que os doentes, particularmente aqueles com as formas mais
severas, devem ser encaminhados para centros de referéncia, sendo particularmente
importante que em caso de necessidade de cirurgia, esta seja efetuada por equipas médicas
com experiéncia, dado o impacto que esta pode ter na qualidade de vida futura dos individuos
afetados. Além disto, a transicao para a vida adulta deve ser discutida e planeada entre o
paciente e a equipa médica, sendo muito importante que a informacao transmitida seja clara e
de facil compreensao para que haja o melhor acompanhamento possivel destes doentes,

também por parte dos seus familiares®.
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2. Objetivos

Estabelecer valores de referéncia para o doseamento da 17-a-OH-progesterona (marcador
primario da HCSR) em sangue seco em papel de filtro, numa populacdo de recém-nascidos
portugueses, tendo por base aidade gestacional e/ou peso;

Implementar as provas de segundo nivel para a analise de 17-OHP, cortisol, androstenediona,
21-desoxicortisol, 11-desoxicortisol, por cromatografia liquida acoplada a espetrometria de
massa em tandem (LC-MS/MS), em sangue em papel, no laboratdrio do Programa Nacional de

Rastreio Neonatal.

3. Métodos
3.1. Selecao de amostras

Foi realizado um estudo observacional descritivo transversal, no qual foi efetuado o
doseamento da 17a-Hidroxiprogesterona em amostras residuais de sangue seco em papel de
filtro de 1724 recém-nascidos.

Para este estudo, foram utilizadas amostras de sangue seco em papel de filtro recolhidas dos
recém-nascidos rececionadas no Instituto Nacional de Satide Dr. Ricardo Jorge para efeitos de
rastreio neonatal entre 2020 e 2023. As amostras foram analisadas anonimizadas. Paraisso,
foram definidos critérios de inclusao, nomeadamente: idade na altura da colheita entre os 3 e
os 6 dias de vida, mencao da idade gestacional no cartao de Guthrie, quantidade suficiente de
amostra disponivel e o seu bom estado de conservacao.

Além disso, foram excluidas as amostras que apresentavam informacao clinica de outras

patologias, de forma a minimizar possiveis interferéncias. Foram igualmente analisadas

amostras de dois positivos para deficiéncia em 21-hidroxilase.
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3.2. Doseamento da 17-a-OH-progesterona
3.2.1. Fluoroimunoensaio de fase sélida de resolucao temporal

O protocolo para o doseamento 17o-OH-progesterona em amostras de sangue seco em papel
de filtro do tipo S03™ Whatman ®, teve por base as recomendac6es do kit DELFIA® 17«-0OH-
progesterona da Perkin Elmer (Turku Finlandia).

O principio deste método assenta numa reacao de competicao entre a 17-OHP marcado com
eurdpio (eu) e a 17-OHP da amostra para um ntmero limitado de locais de ligagdo com
anticorpos policlonais especificos para a 17-OHP de coelho. Para facilitar a libertagao da 17-
OHP das proteinas a que estd ligada é utilizado danazol *'.

A revestir a fase sdlida é utilizado um segundo anticorpo, dirigido contra a IgG de coelho, de
forma a separar convenientemente os anticorpos ligados e os antigénios livres.

Para dissociar os ides de eurdpio do antigénio marcado é usada uma solucao intensificadora,
posteriormente estes formam quelatos fluorescentes com os componentes dessa solucao. Por
fim, é efetuada a medicao da fluorescéncia de cada poco, que é inversamente proporcional a

quantidade de 17-OHP da amostra®’.
3.2.2. Procedimento Experimental

Apds a selecao das amostras, cortou-se 1 pequeno disco de sangue seco em papel de filtro de
3,2 mm de diametro para microplacas de 96 pocos (figura 8), de forma a dosear a 17 « -OH-
progesterona de cada amostra. Os calibradores e controlos de qualidade utilizados foram
disponibilizados pelo kit DELFIA® 17 « -OH-progesterona da Perkin Elmer (Turku, Finlandia).

De seguida pipetou-se 100 pl de uma solucao antissoro anti-17-OHP previamente preparada
paracada poco. Agitou-se lentamente durante 5 minutos recorrendo a um agitador automatico.
Posteriormente, foram adicionados 100 pl de uma solu¢ao de marcador eurdpio - 17-OHP em
cada poco e agitou-se durante 1 minuto. De seguida, as microplacas foram cobertas e

colocadas aincubar durante 18 a 22 horas a uma temperatura entreos 2 e 0s 8 2C".
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Figura 8. Microplaca de 96 pocgos, apds adicao dos discos de sangue seco em papel, correspondentes aos

calibradores, controlos, amostras e solucdes recomendadas.

Apds aincubacgao, a solucao e os discos de papel de filtro foram removidos e os pocos lavados
com recurso ao DELFIA® Washer - Diskremove (figura 9). Por fim, adicionou-se 200 pl de
solucao intensificadora (Enhancement solution) a cada poco e agitou-se novamente a
microplaca durante 5 minutos. A fluorescéncia foi medida no fluorimetro de resolu¢ao temporal

VICTOR™D#".
3.3. Otimizacao das provas de segundo nivel

3.3.1. Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa em tandem (LC-

MS/MS).

A espetrometria de massa é uma técnica analitica utilizada na identificacao, caracterizacao e
quantificacao de compostos quimicos, tendo por base as suas massas moleculares e padroes
de fragmentacao®.

A aplicacao de LC-MS/MS, permite maximizar o seu poder analitico, pois apresenta uma
capacidade de detecao elevada e muito especifica®.

Na espetrometria de massa em tandem, com analisadores triplo quadrupolo, existem dois
quadrupolos analisadores, separados pelo que é na pratica uma célula de colisao (figura 9).
Vdrios tipos de configuracao de ativacao dos 3 quadrupolos sao possiveis, em funcao do
resultado pretendido. Para a analise baseada em MRM (monitorizacao de reacdes midiltiplas), a
mais utilizada para ensaios qualitativos, no primeiro quadrupolo é selecionado o iao com base
na sua razao massa/carga e depois passando para o segundo quadrupolo, onde vai sofrer

fragmentacao, fragmentacao esta que é dependente da estrutura quimica do idao. No
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quadrupolo 3, serd selecionado o fragmento considerado mais especifico da molécula a
quantificar®?,

O acoplamento de um espectrémetro de massa com um sistema de cromatografia liquida,
nomeadamente HPLC, resulta num sistema analitico de elevada seletividade e

sensibilidade™23.
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Figura 9. Representacao do método espetrometria de massa (LC-MS/MS) &3,

3.3.2.Procedimento Experimental

A otimizacao do procedimento experimental contemplou vdrias fases: a extracao da amostra,
separacao cromatografica e detecao no espectrometro de massa. No que diz respeito a
extracao, inicialmente seguiu-se o procedimento descrito por Janzen et al’® Na tentativa de
melhorar a recuperacao, que era insuficiente, e consequentemente a sensibilidade foram
testadas novas combinacdes de solucao de extracao, tendo a opcao final recaido por uma
solugdo de acetonitrilo: dgua a 80:20 (vol/vol) que conduziu a um aumento médio de
recuperacao de 1,9 vezes. O método de extracao ficou o sequinte: para uma microplaca de 96
pocos, foram cortados, dois discos de 3,2 mm de diametro de sangue seco em papel de filtro do
tipo 903™ Whatman®, equivalente a 6,2 pl de sangue total, de cada um dos calibradores e
amostras a testar, para cada poco. Posteriormente adicionou-se a cada poco, 100 ul de uma
solucao de dgua para HPLC plus, Carlo Erba Reagents S.A.S. (Val de Reuil Cedex, Franca):
Acetonitrilo hypergrade for LC — MS, LiChrosolv® da Merck (Darmstadt, Alemanha) a 80:20
(vol/vol) com dg-170HP a 4ug/mL. Agitou-se a microplaca durante 50 minutos, a temperatura
ambiente. Posteriormente, transferiu-se o sobrenadante para outra microplaca e com recurso
a um concentrador Techne® Dri-Block® DB3-A, secou-se o conteddo a uma temperatura

entre os 60 e os 70 °C.
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Por fim, adicionou-se 100 uL de uma solucao metanol para LC/MS, Carl Erba Reagents S.A.S
Reagents (Val de Reuil Cedex, Franca) e dgua para HPLC plus, Carlo Erba Reagents S.A.S. (Val
de Reuil Cedex, Franca) a 50:50 (vol/vol) com 0,01% de acido férmico 98-100% da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Agitou-se, vigorosamente, durante 30 minutos, num agitador de
placas.

De forma a determinar quais as melhores condi¢oes cromatograficas, que permitiam separar
os varios compostos a detetar, foram testadas varias colunas com diferentes matrizes, tendo
aopcao final recaido pela coluna AAA C18 Column 4.6 x 150 mm da AB Sciex (Foster City, EUA),
que apresentou a melhor resolucao para os compostos em causa. A analise por cromatografia
liquida foi realizada pelo equipamento HPLC Agilent 110 series (Santa Clara, EUA), tendo sido a
separacao cromatografica efetuada a temperatura ambiente. A fase movel A é agua para LC-
MS/MS +0,01% acido férmico e afase mével B metanol para LC-MS/MS + 0,1% acido férmico.
0 volume de injecao foi de 25 pl e o tempo de corrida de cromatografia liquida foi de 17 mine o
as variacoes do gradiente da bomba de LC, ao longo da corrida estdo representadas na tabela

5.

Tabela 5. Varia¢oes do gradiente da bomba de LC, ao longo da corrida.

Tempo total (min}) Fluxo (ul/min) Fase Mdvel. A (%) Fase Mdvel B (%)
0.00 400 80,0 20,0
1.50 400 80,0 20,0
2.00 400 30,0 70,0
3.00 400 15,0 85,0
3.10 400 15,0 85,0
8.10 400 15,0 85,0
9.00 400 80,0 20,0
17.00 400 80,0 20,0

A espectrometria de massa em tandem (MS/MS), foi efetuada pelo equipamento

AP14000QTRAP da Sciex, com as condicoes representadas na tabela 6.

28



Tabela 6. Condicoes de espetrometria de massa.

G4ds cortina 10
G4ds de colisao Médio
Voltagem 5500,0
Temperatura (2C) 400,0
Gas1 30,0

Gds 2 30,0

Efetuou-se testes de otimizacao de fragmentacao para os vdrios metabolitos em estudo,

nomeadamente a 17-0OHP, ds-17-0OHP, F, A4, 21-D e 11-D. Para isso, houve a necessidade de

ajustar as condi¢oes paracadaum deles, de forma a obter os ies dos padrdes de fragmentacao

pretendidos, tal como representados na tabela 7. Neste processo, foram validados os

diferentes parametros, nomeadamente, Potencial de desagrupamento (DP), Potencial de

entrada (EP), Energia de colisao (EC) e Potencial de saida da célula de colisao (CXP) de forma a

otimizar a fragmentacao do ido inicial, no fragmento especifico selecionado em Q3 (tabela 8).

Tabela 7. Massas correspondentes a cada metabolito em estudo, nos quadrupolos.

ID Metabolito Massa Q1(m/z)
17-OHP 3313
Dg-17-OHP 3393
21-Deoxicortisol 3473
11-Deoxicortisol 347.2
Cortisol 363.2
Androstenediona 287.2

Legenda: Q1- Quadrupolo 1; Q3- Quadrupolo 3

Massa Q3 (m/z)

971
10011
1211
109.2
121.0
971
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Tabela 8. Condicdes de fragmentacao utilizadas.

17-OHP F 4-A 21-D 1-D ds-17-0OHP
DP (volts) 81 81 81 91 96 81
EP (volts) 10 10 10 10 10 10
CE (volts) 40 25 31 35 40 34
CxP (volts) 2 22 16 4 18 2

Legenda: DP - Potencial de desagrupamento; EP- Potencial de entrada; CE — Energia de colisao; CxP — Potencial
de saida da célula de colisao; 17-OHP — 17-Hidroxiprogesterona; F- cortisol; 4-A — Androstenediona; 21- D — 21-

deoxicortisol; 11-D — 11-deoxicortisol; ds- 17-OHP- deuterado de 17-hidroxiprogesterona;

Apds efetuar os ajustes de forma a obter as condi¢6es cromatograficas ideais de cada
metabolito, para a técnica em estudo, essas mesmas condicdes foram aplicadas para as
diferentes amostras de controlo de qualidade externo e amostras.

Como exemplo, nas figuras 10,11 e 12, encontra-se representado todo o processo e testes de

fragmentacao do ds— 17-OHP.

Figura 10.Estudo indicando o pico com m/z 339, correspondente a d8-17-OHP intacta.
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Figura 12. Condicées finais com fragmentacao do d8 —17-OHP (ido filho de referéncia100,1m/z).

Ao longo do processo de elaboracao do protocolo experimental da prova de segundo nivel, foi
necessario efetuar algumas alteragoes, relativamente ao protocolo inicialmente previsto, que
se revelaram importantes para uma maior uma maior sensihilidade do método. Entre elas, é de
destacar a substituicdo do metanol da CARLO ERBA Reagents S.A.S (Val de Reuil Cedex,
Franca) pelo metanol da Merck (Darmstadt, Alemanha), dado que com a utilizacdo do primeiro,
obtinha-se uma linha de base alta que interferia de forma muito significativa na sensibilidade

dos metabolitos que pretendemos quantificar.
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3.4. Tratamento dos dados

Apds aselecao de amostras, estas foram agrupadas tendo em conta aidade gestacional e peso,
de acordo com as recomendacoes do Comité Nacional de Normas Laboratoriais Clinicas dos
Estados Unidos da América (NCCLS).

Os dados (n? de identificacao, idade na altura da colheita, peso, idade gestacional e
posteriormente os resultados do doseamento da 17-OHP) foram registados no programa
Microsoft Excel®. No mesmo programa, foram criados graficos de dispersao, de forma a
facilitar a observacao da tendéncia dos valores obtidos para cada subgrupo da idade
gestacional e peso. De seguida, para validar a divisao dos subgrupos em estudo, recorreu-se a
aplicacao do método de Lahti, para as duas varidveis em estudo.

Seguindo o0 método de Lahti®* primeiramente, calculou-se o desvio padrao (sd) de 17-OHP de
cada subgrupo e estabeleceu-se que se:

e 0 guociente R dos desvios padrao (o maior a dividir pelo menor) dos subgrupos que se
pretende comparar, era R>15, realizou-se a divisao dos mesmos;

e R<15, calculou-se as diferencas entre o percentil 1, denominado de limite de referéncia
baixo (LRB) e o percentil 99, nomeado de limite de referéncia alto (LRA), da17-OHP dos
subgrupos em comparacao. Utilizou-se apenas o desvio padrao menor dos subgrupos,
como escala (s), para aplicar os seguintes critérios:

1.se ambos LRB e LRA fossem <0,25s, nao se realizava a divisao:

2.se LRB, LRA ou ambos fossem = 0,75s, realizava-se a divisao:

3. se LRB ou LRA estivessem dentro do intervalo [0,25s;0,75s] e nenhuma fosse superior ou
igual a 0,75s, recorria-se a outros critérios que nao os meramente estatisticos.

Apds a divisao dos subgrupos, elaborou-se graficos diagrama caixa, para que fosse possivel
analisar a distribuicao dos valores obtidos para cada subgrupo. Tendo em vista o
estabelecimento dos valores de referéncia para 17-OHP de cada subgrupo, foi calculado o

percentil 99,5.
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4. Resultados
41. Caracterizacao da amostra

Na primeira fase deste estudo, foram analisadas de forma anonimizada, um total de 1724
amostras residuais de sangue seco em papel de filtro rececionadas no Instituto Nacional de
Saude Dr. Ricardo Jorge, para efeitos de rastreio neonatal. Entre as amostras selecionadas, em
que foi disponibilizada a informacao relativa ao género (n=1674), 51,4% sao do sexo masculino
(n=861), enquanto que 48,6% (n=813) eram do sexo feminino. Relativamente a idade na altura
em que foi a efetuada a colheita, a média situou-se em 4,3+1,0 dias, para um total de 1724
amostras estudadas. Por fim, e no que diz respeito a idade gestacional, a média é de 35,2+ 3,6

semanas (n=1724), jd no que diz respeito ao peso, amédia é de 2372+ 864,2 gramas (n=1678).

4.2. Valores de referéncia da17-OH-Progesterona

A variacao das concentracoes de 17-OH-progesterona observadas nas amostras de sangue
seco de individuos saudaveis, tendo em conta a idade gestacional e o peso, estao
representadas nas figuras 10 e 11, respetivamente, expressas em nmol/L, unidade
frequentemente utilizada para a quantificacao deste metabolito e recomendada pela casa

comercial Perkin EImer®, fornecedora do kit utilizado.
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Figura 13. Variacao da concentracao de 17-OHP (nmol/L), em func&o da idade gestacional.
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Figura 14. Variacao da concentracao de 17-OHP (nmol/L), em funcao do peso.

A andlise das figuras 13 e 14 sugere que, as concentracoes de 17-OHP em amostras de sangue
seco, em recém-nascidos com menor peso e idade gestacional, podem atingir valores
superiores a 90 nmol/L (valor de referéncia para prematuros, descrito pela literatura). E ainda
possivel inferir que existe uma tendéncia relativamente a variacao das concentracoes deste
metabolito, que se apresenta maior, quanto menor for o peso e/ou a idade gestacional.

Assim, de maneira a otimizar os valores de referéncia para a 17-OHP, em recém-nascidos, foi
necessadrio avaliar, qual das duas varidveis reflete melhor a variabilidade dos niveis deste
metabolito. Isto permite, o aumento da sensibilidade e especificidade do rastreio neonatal do
défice em 21-hidroxilase.

Para definir os grupos para os valores de referéncia de 17-OHP (em funcao daidade gestacional
e peso) adequados, é primordial que o nivel deste metabolito seja homogéneo. Paraisso, foram
seguidas as recomendacdes do Comité Nacional de Normas Laboratoriais Clinicas dos Estados
Unidos da América (NCCLS).

Tendo em vista o ajuste dos subgrupos aos valores obtidos previamente, recorreu-se a andlise
do grafico de dispersao da figura 13, que demonstra a variabilidade dos valores de 17-OHP, em
funcao da idade gestacional. Neste, é possivel perceber a importancia de definir um subgrupo
por cada semana de gestacao, juntando apenas as 33 e as 34 semanas e as superiores a 37
semanas, tendo em conta o método de Lahti. Ja para a constituicao dos subgrupos consoante

0 peso, teve-se por base a analise da figura 14 que indica uma grande variabilidade de valores
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deste metabolito, aproximadamente até as 1750 g, sendo também o intervalo onde se verifica
os valores mais elevados, o que torna de particular importancia a avaliacao deste subgrupo
(<1750g). Além disso, verificou-se que os intervalos [2250g; 2500g], [2500g;3000g] e
>3000g, apresentam uma dispersao dentro da mesma faixa de valores. Assim tornou-se
relevante avaliar se é importante a sua divisao.

Na tabela 9 encontram-se sintetizados, os subgrupos definidos, em funcao da idade

gestacional e peso, que se pretende analisar.

Tabela 9. Subgrupos para os niveis de 17-OHP, em funcao da idade gestacional e peso, em andlise.

Idade gestacional (semanas) Peso (gramas)
<31 <1750
31-33 1750-2250
33-35 2250-2500
35-36 2500-3000
36-37 >3000
37-38
38-39
>39

Os resultados obtidos apds aplicacao do método de Lahti para a divisao adequada dos
subgrupos tendo em conta a idade gestacional e o peso, estao descritos nas tabelas 10 e 11,

respetivamente.
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Tabela 10 . Aplicacao do Método de Particao de Lahti, para a divisao dos subgrupos em funcao da idade

gestacional (IG), para os niveis de 17-OHP.

(€]
(semanas)
<31
31-33
31-33
33-35
33-35
35-36
35-36
36-37
36-37
37-38
37-38
38-39
38-39
>39

231
140
140
21
211
176
176
166
166
282
282
279
279
239

SD

45,07
26,02
26,02
1,21
1,21
6,45
6,45
424
424
3,67
3,67
2,60
2,60
2,87

173
232

’

1,74

1

152

0,87

1,41

1

110

P1

15,00
598
598
6,08
6,08
4,43
4,43
391
391
339
339
2,89
2,89
2,43

P99

211
95,41
95,41
52,60
52,60
3493
3493
2194
2194
17,85
17,85
1379
1379
1,78

LRA

4,09

4,06

2,01

LRB

0,52

0,50

0,46

025s 0,75s P.de Lahti

Divisao

Divisao

Divisao

Divisao

088 265 Divisao

065 195 Divisao

1

065 195 Divisao

Legenda: |G-ldade Gestacional; n -amostra; R-quociente; SD-Desvio Padrao; P-Percentil, LRA- Limite de referéncia alto; LRB- Limite de

referéncia baixo;

Tabela 11. Aplicacao do Método de Particao de Lahti, para a divisao dos subgrupos em funcao do peso, para os

niveis de 17-OHP.

Peso(g)
<1750
1750-2250
1750-2250
2250-2500
2250-2500
2500-3000
2500-3000
>3000

n
443
220
220
167
167
387
387
461

SD
39,06
10,07
10,07
8,58
8,58
4,96
4,96
317

R
3,88

117

173

1,57

P1

1,93
3,51

P99

47,80
4278

LRA

5,02

LRB

043

P. de Lahti
0,25s 0,75s
Divisao
215 644 S/Divisao

Divisao

Divisao

Legenda: n -amostra; R-quociente; SD-Desvio Padrao; P-Percentil; LRA- Limite de referéncia alto; LRB- Limite de referéncia baixo;
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Desta forma, os subgrupos definitivos, em funcao da idade gestacional e do peso, que

resultaram desta avaliacdo estao representados na tabela 12.

Tabela 12. Subgrupos definitivos para os niveis de 17-OHP, em funcao da idade gestacional e peso.

Idade Gestacional (semanas) Peso (gramas)
<31 <1750
31-33 1750-2500
33-35 2500-3000
35-36 >3000
36-37
37-38
38-39
>39

Para demonstrar a distribuicao dos valores de 17-OHP, nos subgrupos conforme a idade
gestacional e o peso, foram elaborados diagramas de caixa, que se encontram representados
nas figuras 15 e 16, respetivamente. Estes, demonstraram que existe uma grande variabilidade
para os niveis do metabolito em estudo, tendo em conta essas mesmas varidveis (idade
gestacional e peso), dai a necessidade de ajustar os valores de referéncia para cada um desses

subgrupos.
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Figura 15. Diagrama de caixa representativo da dispersao dos valores de 17-OHP, nos subgrupos em funcao da idade

gestacional.
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Figura 16. Diagrama de caixa representativo da dispersao dos valores de 17-OHP, nos subgrupos em funcao do

peso.

De forma a otimizar o ajuste dos valores de referéncia para a 17-OHP, utilizou-se o percentil

99,5, da populacao sauddvel em estudo e tendo em conta os subgrupos previamente definidos,

em fun¢ao da idade gestacional e do peso. Os resultados obtidos estao apresentados nas

tabelas 13 e 14, respetivamente.

Tabela 13. Percentil 99,5 de 17-OHP (nmol/L), em funcao da idade gestacional.

Grupos

|
!
]
v
Vv
Vi
Vi
viil

Idade gestacional (semanas)

<31
31-33
33-35
35-36
36-37
37-38
38-39

>39

Percentil 99,5 (hmol/L)
252,70
107,49
61,16
38,03
2843
20,30
14,94
13,28

38



Tabela 14. Percentil 99,5 de 17-0HP (nmol/L), em funcao do peso.

Grupos Peso (gramas) Percentil 99,5 (hmol/L)
A <1750 212,80
B 1750-2500 51,08
C 2500-3000 32,67
D >3000 12,97

4.3. Provas de segundo nivel

Apds otimizacao do protocolo para as provas de segundo nivel, este foi aplicado a amostras de
controlo externo de qualidade, amostras de recém-nascidos normais, recém-nascidos com
aumentos transitdrios de 17-OHP (falsos positivos) e duas amostras de doentes com HCSR.

A titulo de exemplo, estao representados a seguir os cromatogramas correspondentes a
amostra do controlo de qualidade externo (figura 17), um controlo normal (figura 18), um doente

de HCSR (figura 19) e uma amostra falso positivo (figura 20).

Legenda:
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Figura 17. Perfil cromatografico de esteroides obtido de uma amostra fornecida pelo controlo de qualidade

externo - CDC.
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Figura 18. Perfil cromatografico de esteroides obtido de um controlo normal.
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Figura 19. Perfil cromatogréfico de esteroides obtido de um caso positivo para HCSR.
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Figura 20. Perfil cromatografico de esteroides de um caso falso positivo para HCSR.

40



4 3.1. Quantificacao

Com o intuito de obter resultados quantitativos, foram construidas curvas de calibragao para
cada um dos metabolitos em estudo. Para isso, utilizou-se calibradores, obtidos através da
sobrecarga efetuada sobre amostras reais, fornecidos por um laboratdrio parceiro (Apéndice 1)
e 0 dg-170HP como padrao interno.

Como estes calibradores foram produzidos efetuando sobrecargas sobre amostras reais e
devido ao facto de a concentracdo basal nao estar aferida, cria dificuldades na quantificacao
dos valores mais baixos, nomeadamente nos metabolitos onde é expectavel a existéncia de
quantidades enddgenas relevantes. A dificuldade em quantificar os valores de concentracoes
mais baixos, especialmente de cortisol (Apéndice 2) (figura 21), levou a que a possibilidade de

utilizacao destes calibradores possibilidade fosse descartada.

Cortisol/d8-170HP

2000

Concentragdo (nM)

Figura 21. Curva de calibracao do cortisol, a partir dos calibradores do laboratdrio parceiro.

De forma a contornar estas limitagoes, recorreu-se as amostras do programa de controlo de
qualidade do Centro para Controlo de Doenca e Prevencao (CDC), para a construgao das curvas
de calibracao, para todos os metabolitos em estudo, uma vez que estes tinham todos os valores

de concentracao aferidos e validados.
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Em todas as curvas de calibracao, verificou-se um coeficiente de correlacao (r?) muito préximo
de 1, 0 que permite inferir que 0 modelo utilizado é adequado. Os resultados obtidos (Apéndices
3,4,5,6 e 7) e respetivas curvas de calibracdo para cada um dos metabolitos em estudo, estao

representadas nas figuras que se seguem (figuras. 22,23,24,25 e 26).

0,25 ¥=0,0003x+0,0014
R?=0,9993

0,2

0,1

Cortisol/d8-170HP

o 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentragdo (nmol/L)

Figura 22. Curva de calibracao do cortisol - CDC (r>=0,9993).

y =0,0012x-0,0081
R®=0,9982

o
=
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170$|P/d8-170H P
w
]
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100 200 300 400 500 600
Concentragdo em nmol/L)

Figura 23. Curva de calibracdo da17-OHP — CDC (r*=0,9982).
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Figura 24. Curva de calibracdo da A4 - CDC (r*=0,9995).
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Figura 25. Curva de calibragao do 21-D - CDC (>=0,9999).
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Figura 26. Curva de calibragao do 11-D - CDC (r2=0,9987).
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De forma a verificar a validade da abordagem, foram testadas amostras de 2 pacientes

confirmados com HCSR, falsos positivos e amostras normais. Relativamente aos casos

positivos, os valores obtidos estao na tabela 15. Pese embora nao tenham sido analisados

individuos normais (tabela 16) em niimero suficiente para a definicao de valores de referéncia

para todos os parametros, foi efetuada uma comparacao dos valores obtidos neste grupo com

os individuos doentes e com os falsos positivos.

Nos dois individuos doentes testados, o parametro que se veio a demonstrar uma maior

variacao em relacao aos normais, foi a razao (17-OHP+A4) /F. Temos, no entanto, que ter em

consideracao que sendo amostras com varios meses, podera ter havido alguma degradacao

das mesmas.

Tabela 15. Resultados das provas de segundo nivel em casos confirmados de HCSR.

Amostra A
Idade Gestacional (semanas) 37
17-0OHP (DELFIA) (nmol/L) 457,00
17-OHP(LCMS/MS) (nmol/L) 155,14
F (nmol/L) 922
A4 (nmol/L) 156,21
(17-OHP+A4) /F (nmol/L) 33,83
21-D (nmol/L) 2716
11-D (nmol/L) 5,50

B
4
228,00
128,27
4814
69,63
415
46,92

578

[

Legenda: a negrito foram salientados os valores expetavelmente fora do intervalo da normalidade, por comparacdo com a

variagdo nos individuos normais (tabela 16).
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Tabela 16. Resultados das provas de segundo nivel em recém-nascidos de termo, em que foram obtidos valores

normais de 17-OHP no fluoroimunoensaio.

Amostra C D
Idade Gestacional 38 40
(semanas)
17-OHP(LCMS/MS) 20,31 14,33
(nmol/L)
F (nmol/L) 166,28 4547
A4 (nmol/L) 10,10 8,00
(17-OHP+A4) /F 0,18 0,49
(nmol/L)
21-D (nmol/L) 15,37 6,85
11-D (nmol/L) 6,83 3,48

38

28,98

25,79
10,29
1,52

20,14
6,53

39

22,23

97,69
9,81
0,33

754
579

39

28,91

1413
9,39
2,71

518
5,31

40

28,80

73,93
8,12
0,50

748
4,80

38

30,73

3115
10,53
1,32

22,36
9,02

37

21N

24,24
12,93
1,40

16,70
4,99

40

18,68

69,88
8,42
0,39

15,52
8,02

Posteriormente, foram testadas amostras de recém-nascidos pré-termo, em que se verificou,

no fluoroimunoensaio, valores altos de 17-OHP e que normalizaram em segundas amostras

(colhidas no ambito do protocolo de prematuros do Programa Nacional de Rastreio Neonatal,

nao sendo por isso casos positivos de HCSR (tabela 17).

Nestes casos, observa-se no geral, valores mais aumentados de F e A4, nas amostras com

valores de 17-OHP altos na prova de primeiro nivel, do que nos controlos normais (tabela 18).

Nao obstante, o que permite afirmar que nao se tratam de doentes, é o valor normal resultante

darazao (17-OHP+A4) /F, que nao se verifica em casos positivos de HCSR.
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Tabela 17. Resultados das provas de segundo nivel em alguns casos, em que se obteve valores mais elevados de

17-0HP, no fluoroimunoensaio, em RN pré-termo.

Amostra |

Idade Gestacional (semanas) 26

17-0OHP (LCMS/MS) (nmol/L) 89,10 75,51
F (nmol/L) 134,92 186,29
A4 (nmol/L) 16,27 73,00
(17-0HP+A4) /F (nmol/L) 0,78 0,80
21-D (nmol/L) 29,15 52,20
11-D (hmol/L) 5,18

27
77,81
217,85
25,46
0,47
125,48

0,93

32
41,96

27
292,13

100,99 2388,98

23,84
0,65
14,01
5,01

80,93
0,16
545,00
5730

Legenda: a negrito foram salientados os valores expetavelmente fora do intervalo da normalidade, por comparacdo com a

variagao nos individuos normais (tabela 18).

Tabela 18. Resultados das provas de segundo nivel em alguns casos, em que foram obtidos valores normais de

17-0HP no fluoroimunoensaio, em RN pré-termo

Amostra Vi
Idade Gestacional (semanas) 28
17-OHP (DELFIA) (hmol/L) 19,40

17-OHP (LCMS/MS) (nmol/L) 18,54

F (nmol/L) 191

A4 (nmol/L) 7,49
(17-0OHP+A4) /F (nmol/L) 1,36
21-D (nmol/L) 14,05

11-D (nmol/L) 2,19

Vil

26
21,20
16,83
38,84
9,71
0,67
29,28
9,09

Vil

30
39,30
22,92
62,32
13,08
0,58
167
9,91

IX

27
56,50
4572
27,70
7,61
193
18,12
530
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5. Discussao

A partir da andlise dos valores de 17-OHP, obtidos por fluoroimunensaio, verifica-se que a
média de valores da concentracao da mesma é mais elevada no grupo com idade gestacional
inferior a 31 semanas e com peso inferior a 1750 gramas, observando-se uma tendéncia
decrescente a medida que a idade gestacional e peso aumentam.

O Grupo de Trabalho de Rastreio Neonatal da Sociedade Europeia de Endocrinologia Pedidtrica
recomenda o estabelecimento de valores de referéncia para a 17-OHP ajustados a idade
gestacional, em que para RN de termo devera ser <30 nmol/L, valores entre 30 e 90 nmol/L
requerem nova avaliacdo, jd valores >90 nmol/L sao sugestivos de HCSR. No que diz respeito
aos recém-nascidos pré-termo (27-36 semanas), o valor de referéncia para este marcador € <
60 nmol/L 5253,

No entanto, entre os vdrios programas de rastreio de HCSR, existem algumas divergéncias,
nomeadamente, relativamente ao método de quantificacdo a usar, idade de colheita, o ajuste
dos valores de referéncia em funcao do peso ou idade gestacional e respetiva estratificacao
dos subgrupos. Por isso, € aconselhado que cada programa estabeleca essas especificidades,
conforme a sua realidade.

Neste estudo, verificou-se que deverd ser feita uma estratificacao mais restrita no que diz
respeito a idade gestacional e/ou peso. Assim, apds aplicacdao do método de Lahti para a
divisao dos subgrupos e posterior calculo do percentil 99,5 é sugerido que para RN pré-termo
com idade gestacional <31semanas que o valor de referéncia seja<252,70 nmol/L; entre as 31
e as 33 semanas <107,49 nmol/L; entre as 33 e as 35 semanas <61,6 nmol/L; e por fim entre
as 35 e as 36 semanas <38,03 nmol/L. Ja para os RN de termo (>36 semanas de gestacao), 0s
valores de referéncia situaram-se entre <28,43 nmol/L em RN entre as 36 e as 37 semanas e
<13,28 nmol/L para RN >39 semanas.

Alguns estudos sugerem que a existéncia de morbilidades associadas, como a dificuldade
respiratdria, insuficiéncia renal, situacoes de stress, nomeadamente causadas por
complicacdes durante o parto e particularmente a prematuridade (no qual se verifica uma
diminuicao da expressao fisioldgica de enzimas envolvidas na via metabdlicada17-OHP, como

a 21-hidroxilase e 11-p-hidroxilase), sdo fatores preponderantes que levam ao aumento
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transitorio da 17-OHP. Facto esse, que é apoiado pelos valores obtidos neste estudo na
populacdo de prematuros/baixo peso. Estes fatores, contribuem ainda para a alta taxa de
falsos positivos (FP) registada nos programas de rastreio neonatal 88687,

A alta taxa de FP, principalmente nos recém-nascidos pré-termo e de baixo peso acarreta
gastos econdmicos superiores a 10 vezes 0 gasto de uma amostra considerada normal,
acrescendo ainda a avaliagao clinica, muitas vezes desnecessdria, assim como ansiedade
gerada nas familias 8.

Segundo Gidl6f et al, em aproximadamente 26 anos de rastreio neonatal da HCSR na Suécia, 0
valor preditivo positivo para recém-nascidos de termo foi de 25% enquanto para prematuros
foi de apenas 1,4%, indiciando assim uma forte correlacao com a idade gestacional ™. No
entanto, e apesar de ndo existirem padrdes universais de estratificacao de recém-nascidos, a
maioria dos laboratdrios opta pelo ajuste dos valores de referéncia em funcao do peso ao
nascimento, apesar de se verificar uma correlacao melhor entre a idade gestacional e os niveis
de 17-OHP™, Alids, sabe-se que boa parte desses programas que utilizam como varidvel de
ajuste dos valores de referéncia, o peso ao nascimento, € justificado pelo facto que o
fornecimento da informacao relativa a idade gestacional ser menos fiavel e por isso, o uso do
peso ao nascimento torna-se mais eficaz nesses casos®’.

Outro aspeto a ter em conta é que os niveis de 17-OHP sao normalmente elevados apds o
nascimento, registando-se uma diminuicao significativa nos primeiros dias de vida, em RN
saudaveis, o que reforca a definicao de valores de referéncia ajustados a realidade de cada
Programa de Rastreio Neonatal, nomeadamente no que diz respeito aidade em que é efetuada
a colheita da amostra. Por outro lado, em doentes de HCSR por défice de 21-hidroxilase, os
niveis de 17-OHP aumentam ao longo do tempo®. Assim, a sensibilidade da detecao desta
doenca é mais limitada nos primeiros dois dias de vida, havendo uma melhoria significativa da
sensibilidade e valor preditivo positivo, quando é feita a repeticao desta analise, numa segunda
amostra colhida apds alguns dias. No entanto, esta estratégia conduziria a um atraso de
detecao das formas graves, e aimpossibilidade de antecipar o diagndstico clinico®.

De acordo com Sarafoglou et al, tem sido proposto que os recém-nascidos prematuros,
efetuem mais duas repeticoes do teste de rastreio neonatal, com 2 e 4 semanas de vida, de

formaareduzir falsos positivos®'. Uma estratégia para evitar as colheitas seriadas que atrasam
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o diagndstico e que seja possivel o aumento da especificidade e sensibilidade é a utilizacao das
provas de segundo nivel que sdo efetuadas sobre a amostra inicial do rastreio neonatal. E
frequente recorrer-se a provas de segundo nivel por LC-MS/MS, através do doseamento de
marcadores secunddrios, nomeadamente, 17-OHP, A4, F, 21-D e 11-D e da aplicacao da razao
(170HP LC-MS/MS + A4) /F?. Tendo em consideracao a importancia das provas de segundo
nivel para a eficdcia da abordagem laboratorial ao rastreio da HCSR foi levado a cabo a sua
implementacao na Unidade de Rastreio de Neonatal, Metabolismo e Genética (URN), o
laboratdrio do Programa Nacional de Rastreio Neonatal. Os resultados obtidos revelam uma
sensibilidade e coeficientes de correlacao (r?) adequados a quantificacao de qualquer um dos
metabolitos.

A prova de segundo nivel, torna-se assim particularmente importante em casos em que se
verificam valores aumentados de 17-OHP, na prova de primeiro nivel mesmo apds aplicacao
dos valores de referéncia em funcao da idade gestacional. Neste estudo, por exemplo a
amostra V, com 27 semanas de idade gestacional, em que no fluoroimunoensaio foi obtido um
valor de 17-0OHP de 579 nmol/L, ou seja, um caso presuntivamente positivo, apés aplicacao da
prova de segundo nivel verificaram-se valores altos, no geral, para todos os parametros em
estudo, no entanto quando aplicada a razao anteriormente mencionada, verifica-se que esta é
compativel com um caso normal. Assim, este caso é um potencial falso positivo, sendo este
aumento da 17-0OHP, secundario ao quadro clinico do RN e nao motivada pela HCSR devido ao
défice da enzima 21-hidroxilase. De certa forma, isto corrobora a utilizacao da razao (170HP
LC-MS/MS + A4) /F como parametro mais informativo das provas de seqgundo nivel.

Além disso, é possivel afirmar, pela analise dos dois casos positivos e casos de RN pré-termo
com valores altos, que se verifica um decréscimo da concentracao da 17-OHP, relativamente
ao fluoroimunoensaio, que pode ser motivado pelo facto de as amostras em questao serem
relativamente antigas (tempo apGs colheita superior ou igual a 6 meses), e por isso a qualidade
da amostra esteja afetada e/ou pela eliminacao de reacdes de cruzadas, pela utilizacao da

técnica de LC-MS/MS.
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6. Conclusao

Neste estudo, foram aferidos valores de referéncia para 17-OHP, em sangue seco em papel de
filtro, ajustados a idade gestacional e peso para uma populacao de recém-nascidos em,
Portugal. Foi igualmente implementada a quantificacao dos compostos 17-OHP, cortisol,
androstenediona, 21-desoxicortisol, 11-desoxicortisol, por LC-MS/MS, em sangue em papel.
Da andlise dos resultados obtidos e do seu enquadramento com a informacao disponivel na
bibliografia, sugere-se a seguinte estratégia de rastreio da HCSR: inicialmente efetua-se o
doseamento de 17-OHP por fluoroimunoensaio e a sua avaliacao deve ser feita mediante a
utilizacao de valores de referéncia ajustados a idade gestacional (estudos sugerem melhor
correlacao com a concentracao de 17-OHP). Quando se verifica valores de 17-OHP superiores
ao valor de referéncia, 0s casos sao considerados suspeitos para HCSR e por isso, devem ser
submetidas a provas de segundo nivel, em que é avaliado um perfil de esteroides pelo método
LC-MS/MS. Caso se verifique, um perfil de esteroides tipico de HCSR, os casos sao
considerados positivos e remetidos para centros clinicos de referéncia para avaliacao clinica e
provas confirmatdrias.

A realizacao deste projeto nao encerra esta linha de estudo. Alias este, suscita questdes que
futuramente sera importante aclarar, como por exemplo calcular valores de referéncia para os
metabolitos envolvidos nas provas de segundo nivel, em funcdo do peso e/ou idade

gestacional.
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Apéndices

Apéndice 1. Concentracdes dos pontos da curva de calibracao, fornecidas pelo laboratdrio
parceiro

Calibradores Sobrecarga (nM)
Calibrador 1 0(0)
Calibrador 2 5(10)
Calibrador 3 25(50)
Calibrador 4 50(100)
Calibrador 5 150(300)
Calibrador 6 300(600)
Calibrador 7 600(1200)
Calibrador 8 2000(4000)

Apéndice 2. Exemplo de resultados obtidos de uma curva de calibracao do cortisol, a partir dos
calibradores fornecidos pelo laboratdrio parceiro.

Cortisol d8-170HP Cortisol/d8- Concentracao
(CpS) (CpS) 170HP (nmol/L)
161 2875 0,06 0
165 2582 0,06 10
205 2557 0,08 50
286 2571 on 100
380 2457 0,15 300
605 2445 0,25 600
1058 2635 0,40 1200
3319 2655 1,25 4000
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Apéndice 3.Resultados obtidos para a obtencao da curva de calibracao do cortisol - CDC.

Cortisol (CpS) Dg-170HP (CpS) Cortisol/d8- Concentracao (nmol/L)
170HP
282 130000 0,002 2,74
905 130000 0,007 17,26
2820 129000 0,022 62,19
4430 123000 0,036 132,15
23800 120000 0,198 680,27

Apéndice 4.Resultados obtidos para a obtencao da curva de calibragcao de 17-OHP - CDC.

17-0HP (CpS) d8-170HP (CpS) 17-OHP/d8- Concentracao (nmol/L)
170HP
649 130000 0,00 3,01
8750 129000 0,07 56,03
13500 123000 omn 110,41
79200 120000 0,66 536,71

Apéndice 5. Resultados obtidos para a obtencao da curva de calibragcao de A4 - CDC.

A4 (CpS) d8-170HP A4/d8-170HP Concentracao (nmol/L)
(CpS)
548 130000 0,00 3,29
5450 130000 0,04 19,73
23800 129000 018 78,36
38300 123000 0,31 142,05
196000 120000 163 659,86
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Apéndice 6.Resultados obtidos para a obtencao da curva de calibracao do 21-D - CDC.

21-D
14
992

3370

6170

29800

d8-170HP

130000
130000
129000
123000
120000

0,00
0,01
0,03
0,05
0,25

21-D/d8-170HP

Concentracao (nmol/L)

137
15,34
63,70
131,64

683,42

Apéndice 7.Resultados obtidos para a obtencao da curva de calibragao do 11-D - CDC.

1-D
583
2470
12400
17000
89700

d8-170HP

130000
130000
129000
123000
120000

11-D /d8-170HP

0,00
0,02
0,10
014
0,75

Concentracao (nmol/L)
233
19,86
77,81
14918
72164
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