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EDITORIAL

Newborn screening for congenital adrenal hyperplasia: =
beyond 17-hydroxyprogesterone concentrations™>** e

Triagem neonatal para hiperplasia adrenal congénita: além das
concentracdes de 17-Hidroxiprogesterona

Selma Feldman Witchel

University of Pittsburgh, Children’s Hospital of Pittsburgh of University of Pittsburgh Medical Center (UPMC), Pediatrics,

Pittsburgh, Estados Unidos

As hiperplasias adrenais congénitas (HACs) abrangem um
grupo de distUrbios autossomicos recessivos devido a defei-
tos na esteroidogénese adrenal. O mais comum é a
deficiéncia de 21-hidroxilase devido a mutacbes no gene
21-hidroxilase (CYP21A2). O espectro clinico varia de insu-
ficiéncia adrenal com risco de vida a sintomas minimos que
dependem das mutacdes especificas do gene CYP21A2." O
fenotipo clinico geralmente reflete a atividade funcional
da mutacdo mais suave. A prevaléncia das formas classi-
cas, perdedora de sal e virilizacao simples, difere entre as
populagdes, varia de aproximadamente 1 em 6.000 na india
a 1 em 19.000 no Jap&o.? A prevaléncia de HACs nao classi-
cas ou leves ¢ alta e foi relatada em 1 em 2000 entre brancos
nos Estados Unidos.?

O objetivo da pediatria é a prevencao da doenca, com o
desenvolvimento de vacinas. Outra area de prevencao é o
desenvolvimento de programas para triagem e deteccao de
neonatos para os quais uma intervencéao precoce seria bené-
fica. Na endocrinologia pediatrica, os programas de triagem
neonatal (NBS) para deteccédo de hipotireoidismo congénito
fornecem um modelo no qual a intervencao precoce pre-
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vine resultados precarios. Para as HACs, o risco elevado
de morbidez e mortalidade nas formas classicas levou ao
desenvolvimento de um ensaio em papel de microfiltro para
17-OHP em 1977.% Posteriormente, os protocolos para HAC
dos NBS com base nos ensaios para 17-OHP foram estabele-
cidos em mais de 40 paises.

As consideracoes antes de estabelecer um programa de
triagem incluem a carga da doenca, conhecer a prevalén-
cia da doenca, a sensibilidade e a especificidade do teste
de triagem e as consideracbes éticas com relacao a pri-
vacidade e ao consentimento informado.® Os programas
de NBS sdo obrigados a desenvolver métodos confiaveis
para coletar os espécimes de mancha de sangue em
papel-filtro de todos os recém-nascidos.® Os espécimes pre-
cisam ser coletados e processados em um escopo temporal
especifico. Os coeficientes de variacao intraensaio e inte-
rensaio para o teste de laboratorio precisam ser baixos.
E, por fim, um sistema para localizar e informar os pais e
médico(s) adequado(s) é essencial para um programa de NBS
valido.

Para HACs, o objetivo tem sido identificar os neonatos
com as formas perdedora de sal e virilizacao simples para
prevenir morbidez e mortalidade devido a insuficiéncia adre-
nal aguda e reconhecer as mulheres afetadas.” O NBS para
HACs também pode identificar individuos com HACs nao clas-
sicas. Esses individuos podem apresentar sintomas minimos e
nunca precisar de terapia de reposicao hormonal. Para essas
familias, ter conhecimento do diagnédstico genético pode
gerar anos de ansiedade devido a incerteza com relacéo ao
desenvolvimento dos sintomas.
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Assim, um desafio da triagem das HACs é garantir sensibi-
lidade maxima (proporcao de testes positivos entre todos os
individuos com a doenca), valor preditivo positivo maximo
(proporcao dos testes positivos verdadeiros entre todos
os testes) e especificidade maxima (proporcao de testes
negativos entre todos os individuos nao afetados). Por que
isso € um obstaculo para o NBS para HACs? Para atingir
quase 100% de sensibilidade, o ponto de corte para a 17-
hidroxiprogesterona (17-OHP) é estabelecido de forma que
aproximadamente 1% de todos os testes seja relatado como
positivo.® No nascimento, as concentracées de 17-OHP sao
altas e apresentam queda nas primeiras 48-72 horas de vida.
A coleta precoce do espécime pode, assim, levar a um resul-
tado falso positivo. Os resultados falso positivos (valores
elevados de 17-OHP) podem ocorrer em neonatos prema-
turos e heterozigotos e estressados.’ Alguns imunoensaios
de 17-OHP reagem de forma cruzada com outros esteroi-
des, como sulfato de 17-hidroxipregnenolona e compostos
15B-hidroxilados, que levam a resultados falso positivos.? A
maior parte dos ensaios de 17-OHP é feita com kits comer-
ciais que podem variar devido a diferencas de temperatura
sazonais e variacdes nao previstas do kit do fabricante.
Os resultados falso positivos geram ansiedade e custos
inerentes na avaliacdo de acompanhamento para excluir
o diagndstico de HACs."" Podem ocorrer resultados falso
negativos, em geral mais comuns em meninas do que em
meninos.'? O tratamento materno com glicocorticoides tam-
bém pode levar a resultados falso negativos.

Esses desafios levaram ao desenvolvimento de estratégias
destinadas a melhorar o valor preditivo positivo. No estudo
transversal de Kopacek et al., seus objetivos foram descre-
ver os resultados de uma triagem de neonatos com HACs
incluidos em um programa de satde publica no Sul do Brasil,
para avaliar as caracteristicas clinicas de neonatos identi-
ficados por meio desse programa, e avaliar a utilidade do
teste de genética CYP21A2 no protocolo de NBS.' Durante
os dois anos desse estudo, 217.965 amostras foram obtidas
do 3° a0 40° dia pds-parto. Um ensaio de imunofluorescéncia
de tempo resolvido foi usado para medir as concentracoes
de 17-OHP em manchas de sangue secas. Para minimizar
os resultados falso positivos, Kopacek et al. optaram por
usar pontos de corte para quatro pesos ao nascer estratifica-
dos por experiéncia brasileira e internacional.'*'> Amostras
repetidas foram obtidas geralmente na 32 semana de idade
para neonatos com valores elevados de 17-OHP ou quando
as maes haviam usado corticosteroide na gravidez.

Para avaliar o valor de um segundo teste molecular,
os autores determinaram o 17-OHP e o teste genético
de CYP21A2 na segunda amostra. Eles usaram um ensaio
SNaPshot para detectar 12 mutacdes comuns de CYP21A2
e um ensaio de amplificacdo de miltiplas sondas depen-
dentes de ligacdo (MLPA) para detectar recombinacdes.'®
Os valores elevados de 17-OHP para os pontos de corte
de peso ao nascer foram detectados em 147 neonatos.
Desses 147 neonatos, 15 casos foram confirmados como
HAC classica. Como seria previsto, os neonatos com HAC
classica apresentaram as concentragoes mais elevadas de
17-OHP em ambos os pontos de tempo. Dos 15 pacientes
com HAC classica, todos foram identificados por NBS antes
de o diagnostico clinico confirmar os beneficios do programa
de NBS. Dos 132 resultados positivos restantes da triagem de

17-0OHP, o segundo teste genético revelou que sete neonatos
apresentaram HAC nao classica, 14 eram portadores hetero-
zigotos e 96 apresentaram resultados falso positivos. Nessa
situacao, conhecer o diagnostico especifico pode direcionar
um manejo adequado.

Kosel et al. também testaram uma segunda abordagem
com o uso do teste molecular de CYP21A2 para amos-
tras com valores elevados de 17-OHP e concluiram que,
apesar do custo ligeiramente mais elevado, esse para-
digma de teste pode diminuir a necessidade de segundas
amostras e prevenir a ansiedade dos pais."” Contudo, a
analise genética molecular pode ser complicada, pois o
CYP21A2 esta localizado em um locus genético complexo
fisicamente proximo a um pseudogene nao funcional alta-
mente homologo (CYP21A1P). A maior parte das mutacoes
do CYP21A2 associadas as HACs abrange a sequéncia do
CYP21A1P e representa eventos de recombinacao (con-
versdao do gene) entre CYP21A2 e CYP21A1P. Trés genes
vizinhos, serina/treonina-quinase (RP), complemento C4 e
tenascina (TNX), mapeiam esse locus. Esses quatro genes
formam uma unidade chamada médulo RCCX, que pode ser
excluida ou duplicada. Além dessa variagao de nimero de
copias, a homologia de alta sequéncia entre o gene funcional
CYP21A2 e seu pseudogene nao funcional CYP21A1P com-
plica o teste genético.'® Discriminar mutacdes deletérias de
variantes de significado dDesconhecido (VSD) descobertas
pelo sequenciamento completo do genoma e exoma pode ser
problematico.' Em alguns casos, varios métodos laborato-
riais e genotipagem dos pais sdo necessarios para determina
de forma precisa o gendtipo de uma crianca.?

A coleta de uma segunda amostra de sangue tem sido
usada para melhorar os parametros de desempenho de NBS.
Atualmente, aproximadamente 22% dos neonatos america-
nos sao rotineiramente examinados uma segunda vez; isso
melhorou a deteccao de neonatos com virilizacao simples
e NCAH.?" Qutros paradigmas envolvem o uso de pontos
de corte com base na idade gestacional, coleta de uma
segunda amostra para o imunoensaio de 17-OHP, croma-
tografia liquida seguida de espectrometria de massa em
tandem (LC-MS/MS), determinacao das concentracoes de 21-
desoxicortisol ou proporcdes hormonais, como a proporcao
de 17-OHP/11-desoxicortisol.?2%23

Areflexao sobre os detalhes deste estudo podem fornecer
conhecimento e perspectivas adicionais. Dois aspectos deste
estudo merecem comentarios adicionais: 1) Uso materno
de glicocorticéides e 2) Caracterizacdo da variante VS2-
13A/C>T. Algumas maes tomavam glicocorticdides (GC)
antes do parto. As indicacoes de uso do GC e o tipo de GC
nao foram descritos. As maes tomam GC para tratamento
pré-natal para prevenir a virilizacao genital para neonatos
supostamente afetados, para trabalho de parto prematuro
iminente ou por outro motivo?

Os autores relataram uma nova variante, IVS2-13A/C>T
em dois individuos. Esses pacientes foram chamados como
portadores heterozigotos. Essa mutacdao CYP21A2, IVS2-
13A/C>G, envolve o mesmo nucleotideo e foi a mutacao
mais comumente identificada nesta coorte. A mutacao
A/C>G cria um novo local aceitador de splicing a montante
e resulta em splicing aberrante do intron 2, retencao de 19
nucleotideos intronicos e um codao de parada prematuro
a jusante.?* Contudo, a possibilidade de a variante A/C>T
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representar uma variante benigna ou VUS nao foi abordada.
A caracterizacao funcional com o uso de estudos com expres-
sdo in vitro ou analise in silico com o uso de software de
previsao de bioinformatica pode ser usada para caracterizar
a relevancia funcional dessa variante intronica.

A deteccao precoce, a conformacao do diagnodstico e o
tratamento sao benéficos para os individuos com as for-
mas perdedora de sal e virilizacao simples das HACs. Os
pediatras, médicos da familia, endocrinologistas pediatras,
obstetras e neonatologistas precisam ter conhecimento dos
programas locais de NBS e entender as limitacdes atuais dos
exames das HACs. O futuro é promissor, pois ha a evolucao da
metodologia para atingir melhores valores preditivos positi-
vos para NBS das HACs.
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