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_Resumo

O rastreio neonatal tem um papel essencial na deteção precoce da Hiperpla-

sia Congénita das Suprarrenais, numa fase pré-sintomática, permitindo uma 

institucionalização atempada de tratamento com melhoras no curso clínico do 

recém-nascido. O marcador utilizado para efeitos de rastreio neonatal, é a 17-

-α-hidroxiprogesterona (17-OHP), quantificada em cartão de Guthrie por fluo-

roimunoensaio. No entanto, este marcador origina classicamente um elevado 

número de falsos positivos, sobretudo em recém-nascidos de baixo peso e/ou 

prematuros. De forma a contornar esta limitação, a estratégia preconizada 

passa pelo ajuste dos valores de referência da 17-OHP, em função do peso-

e/ou idade gestacional e a utilização de provas de segundo nível, através da 

análise de perfis de esteroides, em sangue em papel. 

Neste trabalho foi levada a cabo a definição de valores de referência para a 17-

-OHP (estratificados por peso e idade gestacional) adaptados à população por-

tuguesa de recém-nascidos e foram implementadas as provas de segundo nível.

Da conjugação destas duas estratégias, resulta uma abordagem que se traduzi-

rá numa considerável melhoria de sensibilidade e especificidade, caso se consi-

dere no futuro a introdução do rastreio desta patologia no Programa Nacional 

de Rastreio Neonatal.

      
      _Abstract

Neonata l screening has an essent ia l ro le in the ear ly detect ion of 

Congeni ta l Adrenal Hyperplasia in a pre-symptomatic phase, a l lowing an 

ear ly inst i tut ional izat ion of treatment wi th improvements in the c l in ica l 

course of the newborn. The marker used for neonata l screening purposes 

is 17-α-hydroxyprogesterone (17-OHP), quant i f ied in Guthr ie cards by 

f luoroimmunoassay. However, th is marker c lassica l ly leads to a h igh 

number of fa lse posi t ives, especia l ly in low bi r th weight and/or premature 

newborns. To overcome th is l imi tat ion, var ious screening programs 

resor t to the adjustment of the reference va lues of 17-OHP, according to 

weight and/or gestat ional age and the use of second-t ie r tests, through 

the analys is of steroid prof i les, in dr ied blood spots. 

In th is work, the def in i t ion of reference va lues for 17-OHP (strat i f ied by 

we ight and gestat iona l age) adapted to the Por tuguese populat ion of 

newborns was carr ied out and the second-t ie r tests were implemented. 

The combinat ion of strat i f ied reference va lues and the use of these 

second-t ie r tests resul ts in an approach that wi l l t ranslate into a conside-

rable improvement in sensi t iv i ty and speci f ic i ty, i f the introduct ion of 

screening for th is pathology in the Nat ional Neonata l Screening Program 

is considered in the future.

_Introdução

A Hiperplasia Congénita das Suprarrenais (HCSR) compreende 

um grupo de doenças genéticas com um modo de transmissão 

autossómica recessiva, que pode ter origem em defeitos em 

uma de cinco enzimas, envolvidas na biossíntese do cortisol, 

pelas glândulas suprarrenais (21-hidroxilase, 11-β-hidroxilase, 

3-β-hidroxiesteróide desidrogenase, 17-α-hidroxilase e a StAR 

- steroidogenic  acute  regulatory  protein) (1). A HCSR por 

défice de 21-hidroxilase, que se deve a mutações no gene 

CYP21A2 (1-3), representa cerca de 90 a 95% dos casos desta 

patologia e por isso é reiteradamente considerado sinónimo 

de HCSR (4,5). Esta apresenta uma ampla variabilidade clínica 

que se traduz num vasto espetro de sintomas. Nas formas 

clássicas, as manifestações clínicas podem surgir já durante o 

período pré-natal, por norma mais severas, sendo subdivididas 

entre formas com perda de sal e virilizantes simples. Já, 

as formas não clássicas, podem apresentar manifestações 

clínicas em idade mais tardia, sendo que alguns pacientes 

podem ser assintomáticos (6). A HCSR clássica apresenta uma 

incidência global de 1 em cada 15.000 nados-vivos, sendo 

esta semelhante em ambos os sexos. Por sua vez, a forma 

não clássica, apesar de sub-diagnosticada, é mais comum, 

estimando-se que tenha uma incidência de 1 em cada 1000 

nados-vivos (7-9).

O diagnóstico da def iciência de 21-hidroxilase deve ser 

ponderado em recém-nascidos com ambiguidade sexual e 

perda de sal, hipotensão ou hipoglicemia. Analiticamente, 

a hiponatremia e hipercalemia com aumento da atividade 

plasmática da renina são encontradas na forma com perda 

de sal. A alteração bioquímica mais característica da HCSR   

_Doenças não transmissíveis e genéticas
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por def iciência de 21-hidroxilase é o aumento da 17α-OHP, 

mas que não é específ ico, podendo também pode ser obser-

vado na def iciência em 11-β-hidroxilase (10-12).

Entre 1986 e 1987, foi efetuado em Portugal um estudo-piloto 

para o Rastreio Neonatal da HCSR em 100.000 recém-nasci-

dos, tendo sido detetados sete casos positivos (prevalência 

ao nascimento de 1/14.300), mas onde apenas se conseguiu 

antecipar o diagnóstico clínico em dois casos, devido ao facto 

de à data a média de início de tratamento ser 19 dias de vida. 

Por esta razão a avaliação do estudo-piloto não foi positiva e 

atualmente, o Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN) 

não inclui a HCSR no seu painel de doenças rastreadas (13). A 

nível mundial, já são vários os países que incluem a Hiperplasia 

Congénita das Suprarrenais no rastreio neonatal, tendo em 

vista, essencialmente, a identificação da forma clássica com 

perda de sal e a virilizante simples, o que se traduz numa signi-

ficativa diminuição da morbilidade e mortalidade associadas 

(1,14). Além de permitir a rápida administração do tratamento 

adequado (uso de mineralocorticoides ou glicocorticoides), 

prevenindo crises de perda de sal e morbimortalidade associa-

da, a deteção precoce possibilita a correta classificação do 

género em recém-nascidos do sexo feminino com virilização 

dos órgãos genitais externos e o diagnóstico precoce da forma 

virilizante simples, evitando a hiperandrogenização durante a 

infância (15,16).

Todavia, a utilização da 17-OHP como marcador primário do 

rastreio desta doença resulta num elevado número de falsos 

positivos, devido a reações cruzadas com metabolitos precur-

sores deste esteroide, verificadas principalmente nas primeiras 

48h após o nascimento e em recém-nascidos pré-termo e/ou 

de baixo peso ou até mesmo devido a patologias associadas, 

stress e variação biológica (17,18). No sentido de mitigar este 

problema foi reportada a utilização de provas de segundo nível 

recorrendo a cromatografia líquida acoplada a espetrometria 

de massa em tandem (LC-MS/MS). Desta forma, o doseamen-

to da 17-OHP de forma mais específica por LC-MS/MS, con-

juntamente com a quantificação de outros metabolitos como 

a androstenediona (A4), 11-desoxicortisol (11-D), 21-desoxicor-

tisol (21-D), cortisol (F) e particularmente, o uso da razão 

(17-OHP+A4) /F, fornecem informações adicionais importantes, 

melhorando significativamente a especificidade do protocolo e 

por consequência o seu valor preditivo positivo (6,19).

O desenvolvimento das provas de segundo nível associadas 

ao facto de o PNRN ter aos dias de hoje uma média de início 

de tratamento de 9,3 dias, faz com que se volte a equacionar 

o rastreio desta patologia em Portugal, como aliás já se 

encontra vertido no Despacho n.º 7276/2019, de 16 de agosto 

que aprova o Programa Nacional de Rastreio Neonatal (20). 

_Objetivo

Estabelecer valores de referência para o doseamento da 

17-α-OH-progesterona em sangue seco em papel de f i ltro, 

numa população de recém-nascidos portugueses, tendo por 

base a idade gestacional e/ou peso e a implementação das 

provas de segundo nível por LC-MS/MS. 

_Materiais e métodos

O doseamento da 17-OHP foi efetuado por fluoroimunoensaio 

de resolução temporal de fase sólida, em amostras anonimiza-

das residuais de sangue seco em papel de filtro de 1724 

recém-nascidos, rececionadas no Instituto Nacional de Saúde 

Doutor Ricardo Jorge para efeitos de rastreio neonatal entre 

2020 e 2023.

Assim, para este doseamento, o protocolo baseou-se no kit 

DELFIA® 17α-OH-progesterona da Perkin Elmer. Este método 

utiliza uma reação competitiva entre a 17-OHP marcada com 

Európio (Eu) e a 17-OHP da amostra, que competem para lo-

cais limitados de ligação a anticorpos policlonais específ icos 

para a 17-OHP de coelho. O danazol é usado para libertar a 

17-OHP das proteínas ligadas. Um segundo anticorpo, contra 

IgG de coelho, separa os anticorpos ligados dos antigénios 

livres. A solução intensif icadora dissocia os iões de Európio, 

formando quelatos fluorescentes, cuja intensidade é inversa-

mente proporcional à quantidade de 17-OHP na amostra (10).

Tendo em vista a otimização dos valores de referência, foi 

calculado o percenti l 99,5 da população saudável em estudo 

e tendo em conta os subgrupos previamente def inidos pelo 

método de Lahti, em função da idade gestacional e do peso. 
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Tabela 1:       Percentil 99,5 de 17-OHP (nmol/L), em função do peso e idade gestacional.
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De seguida, para desenvolvimento e implementação das pro-

vas de segundo nível foi selecionada a técnica de LC-MS/MS. 

Esta trata-se de uma técnica que permite identif icar e quanti-

f icar os esteroides em estudo (17-OHP, androstenediona, 

11-desoxicortisol, 21-desoxicortisol e cortisol) com base nas 

suas razões massa/carga e padrões de fragmentação, ofere-

cendo alta sensibilidade e especif icidade. A implementação 

do procedimento experimental incluiu três fases principais: 

extração, separação cromatográfica e deteção por espectro-

metria de massa (19,21). Neste contexto, foram analisadas 

amostras de controlo externo de qualidade (CDC – Center 

for Disease Control and Prevention – Atlanta), amostras de 

recém-nascidos normais e duas amostras de doentes com 

HCSR (diagnosticados após apresentação de sintomas).

_Resultados

Para definir os grupos para os valores de referência de 

17-OHP (em função da idade gestacional e peso) adequados, 

é primordial que o nível deste metabolito seja homogéneo. 

Para isso, foram seguidas as recomendações do Comité 

Nacional de Normas Laboratoriais Clínicas dos Estados 

Unidos da América (NCCLS). De forma a otimizar o ajuste dos 

valores de referência para a 17-OHP, util izou-se o percentil 

99,5, da população saudável em estudo e tendo em conta 

os subgrupos previamente definidos pelo método de Lahti, 

em função da idade gestacional e do peso. Os resultados 

encontram-se apresentados na tabela 1.

Com o intuito de obter resultados quantitativos, foram cons-

truídas curvas de calibração para cada um dos metabolitos 

em estudo, uti l izando-se amostras cer tif icadas do programa 

de controlo de qualidade do CDC. Obteve-se um coeficiente 

de correlação superior a 0,99 para todos os metabolitos a 

quantif icar, com baixos l imites de deteção e quantif icação. A 

análise de amostras de indivíduos com HCSR revelou, como 

esperado, um aumento não apenas da 17-OHP, mas também 

da androstenediona e da razão (17-OHP+ androstenediona)/ 

cor tisol.

A implementação das provas de segundo nível, por espetro-

metria de massa em tandem, permitiu quantif icar vários este-

roides em sangue em papel, com altos níveis de sensibilidade 

e especificidade (gráfico 1): 
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Grupos Peso (gramas) Percent i l  99,5 (nmol /L)

<1750A 212,80

1750-2500B 51,08

2500-3000C 32,67

>3000D 12,97

Grupos
 Idade gestacional

 (semanas)
Percent i l  99,5 (nmol /L)

<31I 252,70

31-33I I 107,49

33-35I I I 61,16

35-36

36-37

37-38

38-39

>39

IV 38,03

28,43

20,30

14,94

13,28

V

VI

VII

VIII
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Gráfico 1:       Perfil cromatográfico de esteroides obtido de uma amostra fornecida pelo controlo de qualidade externo (CDC) 

(A), um controlo normal (B) e um positivo para HCSR (C). 

d8 -17OHP - rosa, 17-OHP - cinza, androstenediona (A4) - vermelho, 11-desoxicortisol (11-D) – azul, 21-desoxicortisol (21-D) – azul-claro, cortisol (F ) – verde.

_Discussão e conclusão

Este estudo comprovou a necessidade de efetuar uma estra-

tif icação dos valores de 17-OHP, no que diz respeito à idade 

gestacional e/ou peso, tendo sido def inidos os intervalos e 

peso e idade gestacional que devem ser considerados e a 

variação da 17-OHP em cada um deles, servindo de suporte 

a uma futura def inição dos valores de referência para a 

população portuguesa. 

No entanto, a especif icidade l imitada do doseamento da 

17-OHP por f luoroimunoensaio e as alterações decorrentes 

da prematuridade, resultam numa alta taxa de falsos positi-

vos (FP) quando esta é uti l izada como única abordagem ao 

rastreio (21-23). A alta taxa de FP ao rastreio, acarreta gastos 

económicos superiores a 10 vezes o gasto de uma amostra 

considerada normal, acrescendo ainda a avaliação clínica, 

muitas vezes desnecessária, assim como ansiedade gerada 

nas famílias (24). Uma das estratégias para diminuição 

dos FP é a uti l ização das provas de segundo nível que são 

efetuadas sobre a amostra inicial do rastreio neonatal, quan-

do o marcador primário do rastreio se encontra aumentado 

(17-OHP doseada por f luoroimunoensaio). 

No caso do rastreio da HCSR a prova de segundo 

nível baseia-se numa cromatografia de esteroides, por 

LC-MS/MS, doseando para além da 17-OHP (de forma mais 

específ ica) outros marcadores secundários, nomeadamente, 

androstenediona (A4), cortisol (F), 21-desoxicortisol (21-D) e 

11-desoxicortisol (11-D) e da aplicação da razão (17-OHP + 

androstenediona)/ cortisol (6).

_ _ 
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Tendo em consideração a importância das provas de segundo 

nível para a eficácia da abordagem laboratorial ao rastreio 

da HCSR e tendo em vista uma eventual inclusão no painel 

de doenças rastreadas no PNRN, foi levado a cabo a sua 

implementação na Unidade de Rastreio de Neonatal, Metabo-

lismo e Genética, o braço laboratorial do Programa Nacional 

de Rastreio Neonatal. Os resultados obtidos revelam uma 

especificidade e sensibilidade adequadas e uma eficiente 

quantificação dos metabolitos numa gama de concentrações 

clinicamente relevantes.

Sendo a cromatografia de esteroides uma prova extremamente 

específica, a sua adoção e inclusão no fluxograma de rastreio 

da HCSR permitirá não só os óbvios ganhos em especificidade 

(com a redução de falsos positivos), mas também de sensibili-

dade, pois permitirá definir os valores de referência do marca-

dor primários em valores inferiores ao P99,5, melhorando desta 

forma a sensibilidade, sem comprometer a especificidade.

O cálculo dos valores de referência da 17-OHP estratificados 

por idade gestacional e peso ajustados à população portugue-

sa e a implementação da cromatografia de esteroides como 

prova de segundo nível, cria bases para se equacionar o 

início de um novo estudo-piloto para o rastreio de HCSR em 

Portugal.
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