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RESUMO

O crescimento longitudinal envolve aspectos genéticos, hormonais, nutricionais e ambientais.
Apos considerar e excluir outras causas de baixa estatura (BE), a deficiéncia do horménio de
crescimento (DGH) deve ser investigada. A investigacdo é realizada pela analise dos dados
auxologicos, fazendo-se necessaria a estimulacdo fisiologica da secre¢cdo do horménio de
crescimento (GH), através de testes provocativos, como método complementar. No entanto, é
necessaria melhor compreensdo desses testes, bem como a determinacdo dos pontos de corte
mais adequados para o correto diagndstico de DGH. O objetivo deste trabalho foi estabelecer
valores de sensibilidade (SEN), especificidade (ESP) e acuracia (ACU) para diferentes pontos
de corte no teste de tolerancia a insulina (TTI) e teste da clonidina (TC) para diagndstico de
DGH. Foram avaliados 57 pacientes, com < -2DP de altura para idade e sexo e/ou < -1DP
para estatura alvo familiar. O diagnostico de DGH foi confirmado nos pacientes com BE e
ganho de pelo menos 0,3DP da altura pelo indice Z em um ano, ou proporcional em um
periodo minimo de 6 meses em uso de GH recombinante humano (rhGH). Foram definidos os
valores de SEN, ESP e ACU do TC e do TTI realizados antes do tratamento nos pontos de
corte 3, 5, 7 e 10 pg/L. Dentre os pacientes avaliados, 25 (43,9%) e 32(56,1%) apresentaram
BE com e sem DGH, respectivamente. Os dados mostraram que o TTI se apresentou mais
adequado com nivel de corte para o diagndstico de DGH de < 7 pg/L (S: 90%, E: 77%, A:
83%); enquanto que para o TC isto ocorreu com niveis de corte <5ug/L (S:86%, E: 85%, A:
86% ). Os dados sugerem que para 0 TTI os niveis de corte utilizados para o diagnéstico de
DGH devam ser de <7ug/L. Quando o teste de clonidina for utilizado niveis de corte <5ug/L
parecem ser mais adequados. O teste da clonidina se mostrou mais sensivel que o TTI em

todos os pontos de corte.

Palavras-chave: Baixa estatura; Hormonio de crescimento; Deficiéncia do horménio de

crescimento; Teste de estimulo do GH.



ABSTRACT

Longitudinal growth involves genetic, hormonal, nutritional and environmental aspects.
Despite other causes of short stature (SS), Growth Hormone Deficiency (GHD) must be
investigated. The investigation is carried out by the analysis of auxological data, being
necessary the physiological stimulation of growth hormone secretion, through provocative
tests, as a complementary method. Although, it is necessary a better comprehension of these
tests, as well the determination of most appropriate peak cut-off value for correct diagnosis of
GHD. The purpose of this project is to compare insulin tolerance test (ITT) and clonidin test
(CT), establishing sensibility (SEN), specificity (SPE) and accuracy (ACC) in different cut-
offs for GHD’s diagnosis. A study was carried out with 57 children and teenagers, who had <-
2SD height for age and sex and/or <-1SD for parental height. The diagnosis of GHD was
confirmed in those patients with SS and, at least, 0,3SD height increase in a year, or
proportional, in a minimum period of six months follow-up with rhGH treatment. SEN, SPE
and ACC of ITT and clonidin test were defined for 3, 5, 7 and 10ug/L values. Among the
patients in the study 25 (43,9%) and 32 (56,1%) were classified as SS with and without GHD,
respectively. The cut-off founded for ITT was <7 pg/L (S: 90%, E: 77%, A: 83%) and for CT
was <5ug/L (S: 86%, E: 85%, A: 86%). This study concludes that <7ug/L represents the most
appropriate cut-off value for ITT in diagnosis of GHD. When clonidin test was applied, <
5ug/L cut-off is more suitable. Clonidine test presented greater sensibility than ITT at all cut-

off values.

Key-words: Short stature; Growth Hormone; Growth Hormone Deficiency; GH-stimulation

test.
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1 INTRODUCAO

O crescimento humano é um processo bioldgico que envolve aspectos genéticos,
hormonais, nutricionais e ambientais (ROSENFELD, 2003). Durante a infancia e
adolescéncia esse processo é dinamico e ocorre até o fechamento das placas de crescimento
epifisarias e o alcance da altura esperada para a idade adulta. Uma taxa de crescimento normal
resultara em um adulto com altura dentro do potencial genético familiar. Por outro lado, um
crescimento anormal prolongado tera como consequéncia um déficit na altura final, que néo
alcancara o alvo genético (SAVAGE et al., 2016).

Para classificar o processo de crescimento em normal ou anormal, sdo utilizados
parametros baseados na estatura media da populacéo para a idade e sexo e na velocidade em
gue o crescimento ocorre. Os maiores desafios para o diagnostico e tratamento dos processos
de crescimento anormais, em especial a baixa estatura, estdo relacionados a definicdo da
etiologia desse disturbio (ARGENTE, 2016). Criancas cuja altura esteja dois desvios padrdes
abaixo da média para idade e sexo e/ou apresente uma baixa velocidade de crescimento e/ou
um déficit de altura maior que um desvio padrdo em relacdo a altura alvo familiar devem ser
encaminhadas para uma avaliacdo pediatrica completa (NATIONAL INSTITUTE OF
HEALTH CLINICAL, 2010). Tal avaliacdo consiste na pesquisa da historia pessoal, familiar
e social, exame fisico, exames laboratoriais gerais e/ou especializados, exames radiologicos,
testes genéticos, entre outros (ROGOL; HAYDEN, 2014).

A baixa estatura deve ser diagnosticada precocemente, para que 0 seguimento e
tratamento sejam eficazes. A investigacdo deve distinguir entre baixa estatura idiopatica,
baixa estatura devido a variantes fisioldgicas (baixa estatura familiar e atraso constitucional
de crescimento e de puberdade, ou ambas), causas primarias de baixa estatura, como defeitos
sindrdmicos e / ou genéticos e displasia esquelética, e causas secundarias que envolvem
disturbios enddcrinos (deficiéncia do horménio de crescimento) ou crbnicos, como doenga
celiaca, doenga de Crohn, desnutri¢do, insuficiéncia renal, anorexia nervosa, entre outras
(LEGER, 2017).

Apos considerar e excluir outras causas de baixa estatura e, os dados auxoldgicos
obtidos sugerirem Deficiéncia do Hormoénio de Crescimento (DGH), esta devera ser
investigada. A auséncia ou decréscimo nos niveis desse horménio é comumente associado a

fendtipos de baixa estatura, tais como baixa velocidade de crescimento, elevacdo do indice
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massa gorda/massa magra, hipoglicemia, redugdo da densidade 0ssea, atraso puberal, além de
disturbios emocionais e sociais (MOLITCH, 2005; OSWIECIMSKA et al., 2014).

A avaliacdo dessa condigdo € realizada através de exames clinicos, laboratoriais e de
imagem (SALGADO et al., 1992; GH RESEARCH SOCIETY, 2005). O diagndstico deve ser
confirmado por meio de testes de estimulacdo, utilizando provocacao fisiologica ou
farmacoldgica da secrecdo de GH. A estimulacdo farmacoldgica inclui o Teste de Tolerancia
a Insulina (TTI) e o Teste da Clonidina (HOECK et al., 2005).

Segundo a portaria n° 110 do Ministério da Saude, de 10 de marco de 2010, que
contempla o ‘“Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hipopituitarismo”, o
diagnostico de DGH em criangas e adolescentes requer dois testes de estimulo com valor de
pico de GH < 5 pg/L, dosados por método de quimioluminescéncia ou imunofluorometria
com anticorpos monoclonais (BRASIL, 2010). Entretanto, muitos especialistas defendem que
um dnico teste combinado com a dosagem de IGF-1 basal e interpretado em conjunto com a
avaliacdo clinica completa do paciente, pode excluir ou confirmar a DGH (AL HERBISH et
al., 2016).

Nenhum dos testes disponiveis é considerado o padrdo-ouro para o diagndstico de
DHG, pois apresentam risco de fornecer resultados falsos (OBARA-MOSZYNSKA;
NIEDZIELA, 2015). Alguns autores sugerem gque uma boa resposta terapéutica com o GH
recombinante humano (rhGH) seja uma prova segura de que provavelmente exista a
deficiéncia hormonal (BAKKER et al., 2008; RANKE, 2013). O aumento da altura final e a
alteracdo na velocidade de crescimento sdo Uteis para avaliar essa resposta clinicamente
(GROWTH HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estabelecer valores de sensibilidade, especificidade e acuracia para diferentes pontos
de corte no TTIl e Teste da Clonidina para diagndstico de Deficiéncia do Horménio de
Crescimento ldiopatica.

2.2 Objetivos Especificos

1. Comparar o TTIl e o Teste da Clonidina no diagnostico de criangas com baixa
estatura por DGH Idiopatica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Crescimento normal

O crescimento € um processo comum a todos os organismos multicelulares e,
essencial para a formacdo de um individuo adulto saudavel. Nos organismos vertebrados, o
crescimento longitudinal é principalmente determinado pelo processo de ossificagdo
endocondral. Este processo consiste na agregacdo das células do mesénquima e sua
diferenciacdo em condrocitos (na maioria dos 0ssos), que sdo as células primarias do tecido
cartilaginoso. Na cartilagem de crescimento ocorre a expansao, diferenciacdo e posterior
substituicdo pelo tecido 6sseo, resultando na formacdo e crescimento dos 0ssos longos
(WEISE et al., 1997; JORGE, 2011).

Uma variedade de estimulos hormonais atua na cartilagem de crescimento, incluindo-
se 0 horménio do crescimento (GH), insulin-like growth fator (IGF-1), esterdides sexuais,

horménios tireoidianos, fatores de crescimento paracrinos e citocinas (NILSSON, 2005).

O crescimento pré-natal e pos-natal possuem fatores determinantes préprios. Os
determinantes pré-natais incluem a interacdo de fatores nutricionais maternos, suficiéncia
placentéria, fator de crescimento semelhante a insulina 1 e 2 ( IGF-1 e IGF-2 placentérios) e
insulina fetal. O periodo embrionario inicial tem relativa independéncia dos fatores
ambientais, sendo os fatores genéticos inerentes ao proprio embrido os mais relevantes nesse
momento (GLUCKMAN, 1997). Os determinantes IGF-1 e IGF-2 se ligam ao receptor do
fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1R) para promover o crescimento fetal. O
IGF-2 é produzido de forma constitutiva no inicio da gestacdo, sendo importante para o

crescimento intrauterino na fase embrionaria.

Com o avan¢o da gestacdo, a funcdo placentaria passa a ser determinante para o
crescimento fetal e o IGF-1 assume o papel de principal regulador do crescimento (BAKKER,
1993). Os niveis de IGF-1 fetais dependem do estado nutricional do feto. Dessa forma, a
transferéncia placentaria de glicose para o feto estimula a secrecdo de insulina fetal, que ira
determinar a secrecdo de IGF-1 (JORGE, 2011). O GH apresenta pouca interferéncia no
crescimento durante todo o periodo fetal, no entanto € o principal determinante e regulador do
crescimento linear pds-natal, juntamente com o potencial genético individual, fatores
nutricionais e hormonais (DECHIARA; EFSTRATIADIS; ROBERTSON, 1990; LIU, 1993).
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3.2 Eixo GH - IGF-1

A heranga genética e 0s horménios componentes do eixo GH-IGF influenciam
diretamente no processo de crescimento humano (KAVITHA; CATRIN; FIONA, 2015). O
horménio de crescimento, produzido nas células somatotroficas, localizadas na hipdfise
anterior, € um hormonio proteico heterogéneo, que se apresenta em diferentes isoformas
(KATO et al., 2002). As fontes de sua heterogeneidade ocorrem em nivel do genoma, do
splicing de RNAm, de modificacBes pos-traducdo e do metabolismo. O agrupamento dos
genes que codificam o GH hipofisario esta localizado no cromossomo 17 e contém dois genes
GH (GH1 e GH2). O splicing alternativo de RNAmM na transcricdo do GH1 forma dois
produtos: GH com peso molecular de 22.000 daltons, que corresponde a principal forma de
GH hipofisario, e GH com peso molecular de 20.000 daltons, que ndo possui alta afinidade
com o receptor. As formas modificadas pds-traducdo incluem as formas desaminadas, N-

acetiladas e monémeros glicosilados de GH (OLLE et al., 2008).

O horménio de crescimento, além de contribuir para a diferenciacdo especifica de
celulas de crescimento dsseo e de células musculares, possui outros efeitos bioldgicos, como
seu efeito anabolico, lipolitico, antagonista insulinico e participacdo na regulacdo da pressao
arterial (CUNEO et al., 1992). O efeito anabolico do GH ocorre pela facilitacdo do transporte
de aminoéacidos para o interior das células através das membranas plasmaticas, estimulacédo da
sintese de RNA e da ativacdo de ribossomos, promovendo aumento da sintese proteica. A
lipdlise € estimulada diretamente pelo GH, que aumenta a sintese de enzimas envolvidas no
metabolismo de gorduras (MAURAS; HAYMOND, 2005).

A secrecdo do GH ocorre de forma pulsatil e este possui meia-vida muito curta (14
minutos). Entre os pulsos, o nivel sérico de GH é minimo a indetectavel. Os pulsos ocorrem
até 10 vezes ao dia, durando 90 minutos e separados por 128 minutos. A secrecdo de GH
atinge seu pico dentro de uma hora de inicio do sono profundo (KAVITHA; CATRIN;
FIONA, 2015).

A producdo de GH varia de acordo com a idade e o estdgio de crescimento e
desenvolvimento, sendo produzido em uma taxa maxima na puberdade, quando o crescimento
corporal é acelerado e decaindo progressivamente na idade adulta. O aumento da secrecao de
GH que ocorre durante a puberdade tem sido atribuido a mudancas nos niveis de esteroides

sexuais, que aumentam a frequéncia e a amplitude de pulsos de GH, enquanto que seu
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declinio esta relacionado a diminuigdo do indice de massa corporal (IMC) na idade adulta
(KAVITHA; CATRIN; FIONA, 2015).

A secrecdo hipofisaria de GH possui um controle hipotalamico, exercido pelo GHRH
(hormonio liberador do GH), pela somatostatina e em menor intensidade, pela grelina
(ROELFSEMA; CLARK, 2001; ROSICKA et al., 2002; KATO et al., 2002). O GHRH e a
grelina atuam estimulam a secre¢cdo hormonal atraves de receptores especificos distintos
acoplados a proteina G, enquanto a somatostatina exerce efeito inibitorio (ROSICKA et
al.,2002). A somatostatina atua inibindo principalmente a amplitude e o pico de secrecdo, sem
afetar a biossintese do GH. Além do controle hipotalamico, alguns fatores regulam a secrecéo
de GH, sendo eles a hipoglicemia, a infusdo ou administracdo de aminoécidos, ritmo neural
enddgeno, sono, estresse, exercicio e sinais nutricionais e metabdlicos (WIDEMAN et al.,
1999; KATO et al., 2002).

Ap0s ser liberado na circulacdo sanguinea, 0 hormdnio do crescimento atinge o figado,
local onde estimula a producdo de IGF-1, também conhecido como somatomedina — C. O
IGF-1 é o principal metabdlito ativo do GH, atua no controle de sua secrecdo, através do
sistema de retroalimentacdo negativa e realiza grande parte dos efeitos biolégicos do GH
(ROELFSEMA; CLARK, 2001).

3.3 Atuacgéo do GH na placa de crescimento

O horménio de crescimento age de maneira indireta e direta sobre suas células alvo
para promover a formagdo de tecido. A acdo indireta do GH, conhecida como “teoria
classica”, ocorre através da atuagdo do IGF-1 e seu receptor especifico (IGF1R) na placa de
crescimento (BOGUSZEWSKI, 2001). Ja a agao direta do GH, chamada de “teoria do efeito
duplo”, ocorre pela atuagdo do GH na placa de crescimento, através de seu receptor (GHR),
provocando a diferenciacdo de células precursoras (pré-condrdcitos) em células jovens
(condrdcitos). Apo6s essa etapa, 0s condrdcitos jovens iniciam a producdo de IGF-1 que, por
sua vez, estimula de forma paracrina a expansdo clonal e maturagdo dos condrdcitos. A
expanséo tecidual decorre da combinagdo de ambos os efeitos do GH (direto e indireto) na
placa de crescimento (GREEN; MORIKAWA,; NIXON, 1985; LARON, 2001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morikawa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3908201
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3.4 Desordens do crescimento

O déficit de crescimento é definido como uma condigdo em que a estatura de um
individuo esta dois desvios-padrdes abaixo da média padronizada para sexo, idade e grupo

populacional ou um desvio-padréo abaixo da média para altura-alvo (COHEN et al., 2008).

Esse distirbio é uma importante queixa em consultas pediatricas e pode ser
desencadeado por diversas etiologias. Dentre as principais, encontram-se as variantes da
normalidade, que ndo apresentam fundo patoldgico e abrangem a Baixa Estatura (BE)
constitucional e BE familiar. Algumas etiologias ndo-enddcrinas também podem ser
responsaveis pelo déficit de crescimento, a exemplo das alteragbes cromossOmicas,

displasias esqueléticas, nanismo psicossocial, ma nutri¢do e doencas cronicas.

No entanto, grande parte das alteracBes do ritmo de crescimento possui origem
enddcrina, principalmente relacionada ao eixo GH-IGF-1 (COHEN et al., 2008). As
principais disfun¢Ges hormonais que podem cursar com distdrbios de crescimento sdo o
Diabetes Mellitus, excesso de glicocorticdides endégenos ou exogenos, hipotireoidismo
congénito ou adquirido, desordens do metabolismo do calcio e vitamina D, neurodisfuncao
secretoria, GH bioinativo, insensibilidade ao GH, delecdo do gene do IGF-1 e deficiéncia de
GH (DE PAULA, 2007).

A elucidacdo etioldgica da baixa estatura deve ser realizada por meio de avaliacdo
sistematizada, baseada em achados clinicos e laboratoriais. O diagndstico preciso e precoce
da causa do disturbio favorece a instituicdo de intervencdo adequada e em tempo habil,
possibilitando o crescimento do individuo de forma saudavel e dentro dos limites da
normalidade (HAYMOND et al., 2013).

3.5 Deficiéncia do Hormodnio de Crescimento

A deficiéncia do horménio de crescimento (DGH) corresponde a deficiéncia hormonal
hipofisaria mais comum, sendo sua prevaléncia estimada em 1: 4000 a 1: 10 000. A etiologia
é variavel, incluindo lesdes estruturais, anormalidades geneéticas, traumatismos, doengas
infiltrativas, cirurgia ou irradiacdo para a glandula pituitéaria e / ou hipotdlamo. Entretanto, a
maioria dos casos ndo possui etiologia conhecida- DGH idiopatica (CHENG; LI CHEN,
2013; ALATZOGLOU; KULAR; DATTANI, 2015; YUEN, 2016).



19

A etiologia genética esta relacionada a mutagdes nos genes que codificam o hormonio
de crescimento (GH1), o receptor do horménio libertador do GH (GHRHR) e o fator de
transcricdo SOX3. No entanto, essas mutacfes sdo encontradas em um pequeno numero de
pacientes, 0 que sugere que outros fatores genéticos ainda ndo identificados estejam
envolvidos (ALATZOGLOU; DATTANI, 2010; OSWIECIMSKA et al., 2016).

Esta patologia esta relacionada a modificacdo na composi¢do corporal, intolerancia a
glicose, perfis lipidicos anormais, aterosclerose prematura, osteoporose, diminuicdo da
qualidade de vida e aumento da mortalidade (ALATZOGLOU; DATTANI, 2010; YUEN,
2016). Muitas dessas comorbidades podem melhorar ap6s o tratamento com GH
recombinante. Esta terapia resulta em aumento da massa corporal magra e diminui¢do da
massa gorda, melhora da densidade mineral dssea e da for¢a muscular, regulacdo do perfil
lipidico e dos marcadores de risco cardiovascular (DIEZ; CORDIDO, 2014).

Ap0s o inicio da terapia com o rhGH, os parametros auxoldgicos incluindo peso,
altura, proporgdes corporais e circunferéncia abdominal devem ser monitorados a cada 3
meses. A velocidade de crescimento deve ser calculada a cada 6 meses e a idade Ossea
verificada anualmente. E importante pesquisar se ha desenvolvimento de hipotireoidismo,
hipocortisolismo e alteragdes glicémicas. A quantidade sérica de IGF-1 deve ser estimada
apo6s 3 meses do inicio da terapia, e depois anualmente.Com a instituicdo da terapia espera-se
uma répida resposta, com crescimento de 10-12 cm no primeiro ano, 7 a 9 cm no segundo ano
e 5cm/ano nos anos seguintes (SHALET, 2000). A altura deve aumentar em pelo menos 0,3
DP ao final do primeiro ano de tratamento (COHEN et al., 2008).

3.6 Avaliacdo Diagnostica

Na suspeita de DGH, outros diagndésticos diferenciais devem ser excluidos a fim de se
adotar uma correta proposta terapéutica. Para isso, além da avaliagdo clinica pregressa, é

necessario o auxilio de exames complementares, tanto laboratoriais como radioldgicos.

Os parametros mais importantes a serem avaliados na avaliacdo clinica sdo a
existéncia de baixa estatura e diminuicdo da velocidade de crescimento. Os dados coletados
dos pacientes devem ser comparados as tabelas disponibilizadas pela Organizacdo Mundial de
Saude para a confirmacdo dessas condi¢Ges (DE ONIS et al., 2007). Adicionalmente, deve ser

verificada a presenca de displasias esqueléticas, doencas cronicas e/ou fendtipos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%C5%9Bwi%C4%99cimska%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27668645
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caracteristicos de sindromes cromossémicas, como a Sindrome de Turner, para excluir essas

patologias como causa do distarbio (REITER et al., 1998).

Na avaliacdo laboratorial, algumas informacGes podem corroborar para uma conclusédo
diagnostica. Niveis elevados de IGF-1 serico para a faixa etaria e sexo, tornam improvavel o
diagndstico de DGH (BRASIL, 2010). Em contrapartida, os testes de estimulo a liberacéo de
GH sédo importantes ferramentas para estabelecer a deficiéncia do Horménio de Crescimento
como a etiologia da baixa estatura (RICHMOND, 2008).

Exames radiologicos podem ser U(teis para a complementacdo diagnostica. A
radiografia de maos e punhos para avaliacdo da idade 6ssea € um método auxiliar importante
para a definicdo etiolégica da baixa estatura, principalmente em criangas maiores de dois
anos, permitindo a exclusdo de outras patologias, como o retardo constitucional do
crescimento e puberdade e outros como diagndstico diferencial do quadro (GROWTH
HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000). Ademais, a tomografia computadorizada e
ressonancia nuclear magnética de sela turcica sdo métodos Uteis para a deteccdo de defeitos
anatdbmicos como hipoplasia hipofisaria, neurohipéfise ectopica, e lesdes expansivas, que
podem configurar a causa do distrbio de crescimento (BRASIL, 2010).

Para a Growth Hormone Research Society (2000), sdo necessarios dois testes de
estimulo ndo responsivos para definir o diagnéstico de DGH, contudo, ha especialistas que
defendem que um Unico teste combinado com IGF-1 basal e interpretado em conjunto com a
avaliacdo clinica e auxoldgica, fornecem dados suficientes para excluir ou confirmar a DGH
(AL HERBISH et al., 2016).

Para o Ministério da Salde do Brasil, € considerado como portador de DGH aquele
paciente que apresenta dois testes provocativos ao GH com resposta inferior a 5 pg/L ou
possua alteracdo anatdmica da regido hipotalamo-hipofiséria, historia de tratamento com
radioterapia e/ou deficiéncia associada de outros hormonios hipofisarios em combinagdo com

um teste de estimulo ao GH com resultado negativo (BRASIL, 2010).
3.6.1 Testes de estimulo ao GH.

Apesar de determinadas limitacGes, 0s testes de estimulo ao GH, sejam eles por meios
fisiolégicos ou farmacoldgicos, sdo considerados importantes ferramentas auxiliares na
deteccéo de Deficiéncia do Hormonio de Crescimento (FRASIER, 1974).
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A secrecdo fisioldgica do Hormonio de Crescimento pela hipdfise anterior ocorre em
pulsos de liberagdo. Ao intervalo desses pulsos, sdo observados baixos valores séricos do GH,
0s quais impossibilitariam a interpretacdo real da atividade das células somatotroficas, se
analisados isoladamente (ROSENFELD et al, 1995) .

Testes de estimulo com L-dopa, clonidina, insulina, glucagon, arginina e propranolol,
promovem estimulacdo do eixo hipotalamo-hipofisario a secrecdo de GH, seja em resposta a
hipotensdo, hipoglicemia, secrecdo de GHRH ou inibi¢cdo da somatostatina, permitindo uma
avaliacdo mais precisa da oscilacdo dos niveis de GH dentro do padréo de secrecdo fisioldgica
(HAYMOND et al., 2013; RHEE et al., 2015) . A estimulacdo a partir de jejum, sono e
exercicio apresentam alta incidéncia de falsos positivos para DGH, ndo sendo mais utilizados
rotineiramente na pratica clinica (JORGE; FONTENELE, 2012).

Avrbitrariamente foi definido o ponto de corte de 10 pg/L, baseados em estudos com a
técnica de radioimunoensaios (RIA) (CHIGO, 1996). Para técnicas que utilizam anticorpos
monoclonais, como quimioluminescéncia e imunofluorometria, valores menores que 3 € 5
Mg/L s&o mais adequados, a depender do estudo avaliado (BORGES et al., 2016; DE PAULA,
2008). Ensaios com anticorpos policlonais detectam diversas formas de GH, incluindo
aquelas com menor atividade bioldgica, o que torna o método pouco acurado. Atualmente, ha
preferéncia pela escolha das técnicas com anticorpos monoclonais, por serem especificos pela
forma de 22 kDa do GH (JORGE; FONTENELE, 2012). No Brasil, os testes mais realizados
sdo o Teste da Clonidina e o Teste de Tolerdncia a Insulina, necessitando de mais
investigacbes para a validacdo de um cut-off mais fidedigno para o diagndstico de DGH
(BORGES et al., 2016).

3.6.1.1 Teste de Tolerancia a Insulina (TTI)

O TTI é baseado na inducdo de hipoglicemia por acdo do horménio peptidico Insulina.
A utilizacdo do teste é explicada pelo aumento dos valores séricos de GH e GHRH e
decréscimo dos niveis de somatostatina hipotalamica apds a administracdo da droga por via
endovenosa (ROSSKAMP et al., 1987; CHEN; GUO, 2013).

Classicamente esse teste foi adotado como padrdo-ouro no diagnostico de DGH em
adultos. Para ser considerado satisfatério, 0 mesmo deve produzir hipoglicemia adequada,

caracterizada por glicemia <40mg/dl, acompanhada ou ndo de sintomas neuroglicopénicos, ou
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mesmo uma queda significativa em comparagdo a glicemia basal. Geralmente é utilizado
como 2° teste confirmatdrio (JORGE; FONTENELE, 2012).

As principais desvantagens do TTI se devem a necessidade de supervisdo médica
durante o teste, devido aos efeitos adversos provocados durante a sua realizagdo, sendo
contraindicado a criancas abaixo de 20 kg, pacientes idosos e a pacientes com risco para
doengas coronarianas. Adicionalmente, pacientes obesos podem ndo apresentar resposta

adequada ao teste, devido resisténcia previa a insulina (YUEN, 2016).

3.6.1.2 Teste da Clonidina

A clonidina é um farmaco agonista dos receptores adrenérgicos alfa-2, classicamente
utilizado como agente anti-hipertensivo. A utilizacdo da droga nos testes de estimulo ao GH
ocorre devido ao seu provavel efeito estimulatério sobre o GHRH (BORGES et al., 2016). A
via alfa-2-adrenérgica possui papel principal no controle da liberagdo de somatostatina
hipotaldmica e na neurorregulacdo do GH, o que justifica o Teste da Clonidina como
importante ferramenta na investigacdo etioldgica da Baixa Estatura (DEVESA et al., 1991;
BORGES et al., 2016).

E considerado um bom teste inicial, por possuir boa sensibilidade e pratica na
aplicacdo, quando comparado a outros testes como o estimulo por sono e exercicio. Os
principais efeitos adversos observados a partir da realizacdo do teste de estimulo ao GH por
meio da Clonidina séo sonoléncia e hipotensédo (JORGE; FONTENELE, 2012).
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4 METODO

4.1 Desenho do estudo

Estudo prospectivo, retrospectivo e de carater observacional. Este estudo é composto

por 2 grupos de pacientes distintos:

1. DGH: pacientes que tiveram a confirmacdo do diagnéstico de DGH pelo
acréscimo de pelo menos 0,3 DP na altura ao final de um ano de tratamento
com rhGH ou ganho proporcional em um tempo minimo de seis meses.

2. N&o-DGH: pacientes que ndo preencheram o critério de confirmagdo

diagndstica de DGH ou que foram diagnosticados como BEI ou RCCP.

4.2 Local

Para adequado desenvolvimento da pesquisa, o local para a execucdo do projeto deve
ser idealmente em hospital de assisténcia terciaria com servico de referéncia em
Endocrinologia e Metabologia. Para tal, foi escolhida como instituicdo, o Hospital

Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB).

4.3 Populagéo e amostra do estudo

4.3.1 Populacdo: criancgas e adolescentes em investigacdo para baixa estatura.

4.3.2 Amostra: constituida por 57 criancas ou adolescentes em investigacdo para baixa
estatura que aceitaram participar da pesquisa com o consentimento de um responsavel e seu
assentimento, caso possuisse entre 12 e 18 anos. Em caso de pacientes falecidos e/ou sem
possibilidade de contato, foi solicitada dispensa de obtengdo do TCLE.
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4.4 Critérios de inclusado

Pacientes de ambos 0s sexos em investigacdo para baixa estatura (altura < -2 DP para
idade e sexo e/ou < -1 DP para altura alvo familiar), em acompanhamento no servico
ambulatorial de endocrinologia no HUJBB.

Pacientes que tenham sido submetidos a pelo menos um teste de estimulo para GH
(TTI ou Teste da Clonidina) pela técnica de quimioluminescéncia com anticorpos
monoclonais.

Pacientes em estagio pré-puberal.

Pacientes sem alteragdes hipofisarias na Ressonancia Nuclear Magnética (RNM).

Pacientes que estavam fazendo uso de rhGH teriam que apresentar um periodo de
seguimento minimo de seis meses.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e Termo de Assentimento (TA)
(APENDICE A e B, respectivamente), esse ultimo quando o paciente for menor de

idade, obtidos antes de qualquer procedimento do estudo.

4.5 Critérios de exclusao

A 0w

Maiores de 18 anos e menores de 4 anos de idade.
Pacientes em uso de blogueadores da puberdade.
Pacientes que realizaram priming hormonal.

Pacientes cujos responsaveis ndo estejam de acordo com a participacao no estudo.

4.6 Coleta de dados

Os dados foram coletados através da analise dos prontuarios de pacientes sob

investigacdo de baixa estatura, que foram submetidos aos testes de estimulacdo de GH (TTI

elou Teste da Clonidina) no laboratério do HUJBB. O diagnostico de DGH foi confirmado

nos pacientes que obtiveram ganho de pelo menos 0,3 DP da altura avaliada pelo indice Z em

um periodo minimo de 6 meses de terapéutica com rhGH. A dose de rhGH foi estabelecida de

forma individualizada, variando de 0,7 a 1 Ul/Kg/semana. Adicionalmente, outras causas de

baixa estatura, como hipotireoidismo, doencas sistémicas cronicas, sindrome de Turner,

osteopatias, foram descartadas.
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Para utilizacdo dos dados de prontuarios nesta pesquisa, 0s pacientes foram contatados
por telefone para que autorizassem a reproducdo das informacdes, mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Em casos que 0 paciente era menor de
idade, o TCLE foi assinado por seus responsaveis e, se 0 menor tivesse idade superior ou
igual a 12 anos completos, este também esteve de acordo com o Termo de Assentimento(TA).
Constituiram parte da analise os seguintes dados de cada paciente: altura, altura alvo, idade
cronoldgica, idade dssea, DP (desvio-padrdo) de altura, DP de altura alvo, estadiamento
puberal, niveis de TSH, T4 livre, FSH, LH, estradiol, testosterona total, IGF-1, IGFBP-3. A
altura dos pacientes foi medida pelo Estadidbmetro Harpender, assim como a altura de seus
pais, que também pode ter sido apenas referida no momento da consulta. A idade dssea
considerada foi baseada na analise das radiografias de mdo e punho esquerdos, usando o
método padrdo de Greulich & Pyle!. Para o estadiamento puberal foi usado o método de

Tanner?.

A altura alvo foi calculada pela média de alturas do pai e da mae, acrescidos de 6,5 cm
no sexo masculino e subtraidos em 6,5 no sexo feminino. Os niveis séricos de GH, IGF-1 e
IGFBP-3 foram descritos em nameros absolutos em pg/L, o TSH em mUI/L, FSH e LH em

mUI/mL e os demais em ng/dl.

Os pacientes foram submetidos a pelo menos um dos testes de estimulacdo de GH: 46
pacientes foram submetidos ao TTI, 42 ao teste de clonidina e 30 a ambos os testes. Os testes
foram realizados ap6s um jejum de, no minimo, 8 horas, com inicio 30 minutos apds
posicionamento de cateter venoso com infusdo salina lenta, e as amostras de sangue colhidas a
cada 30 minutos entre o tempo 0 e 120 minutos. A dosagem de GH nos testes foi realizada

através da quimioluminescéncia com anticorpos monoclonais.

O paciente foi classificado como DGH quando obteve ganho de no minimo 0,3 DP
apos o tratamento com rhGH, por um periodo igual ou superior a 6 meses. Os pacientes que
apresentaram um periodo de acompanhamento em uso de rhGH menor que seis meses foram
acompanhados durante o periodo de realizacdo do estudo até alcancarem seis meses de

seguimento.

'GREULICH, W.W.; PYLE, S.I. Radiographic Atlas of Skeletal Development of the Hand and Wrist. (2nd
ed.) California: Stanford University Press. 1959.

’TANNER, J.M.; WHITEHOUSE, R.H.; MARSHALL, W.A. et al. Assessment of Skeletal Maturity and
Prediction of Adult Height (TW2 Method).New York, NY: Academic Press. 1975.
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Os pacientes que foram diagnosticados inicialmente como DGH, mas ndo obtiveram o
ganho de estatura estabelecido como corte no primeiro ano de tratamento, foram considerados

como baixa estatura por outras causas e incluidos no grupo ndo-DGH.

Baseado no numero de pacientes com diagndstico confirmado, foram definidos os
valores de sensibilidade, especificidade e acurécia do teste de clonidina e do TTI nos pontos
de corte 3, 5, 7 e 10 pg/L. Também foram definidos os valores e os instantes em que se

observaram os picos méaximos de GH em ambos os testes (0, 30, 60, 90 ou 120 min.).

A sensibilidade foi calculada pela razdo entre os pacientes com DGH que responderam
aos testes dentro de cada ponto de corte (verdadeiros-positivos) e todos os pacientes DGH. A
especificidade foi calculada pela razéo entre os pacientes ndo-DGH que responderam aos
testes acima dos pontos de corte (verdadeiros-negativos) e todos os pacientes ndo-DGH. A
acuracia foi calculada pela soma dos verdadeiros-positivos e verdadeiros-negativos no total de

pacientes submetidos aos testes (tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Medidas de qualidade dos testes.

Teste de Estimulo em ponto de corte X

DGH (Padréo-ouro) Igual ou menor a X Maior que X Total
Positivo VP (a) FN (b) VP+FN (a+b)
Negativo FP (c) VN (d) FP+VN (c+d)

Total VP+FP (a+c) FN+VN (b+d) a+b+c+d=n

VP: Verdadeiro-positivo, FP: Falso-Positivo, FN: Falso-Negativo, VN: Verdadeiro-Negativo
e n: Total de participantes.

Fonte: Adaptado de GUIMARAES, 1985.

Tabela 2 - Calculo das medidas de qualidade dos testes.

Célculo das medidas de qualidade

- a o d .. a+d
Sensibilidade = Especificidade = — Acurécia = —
a+b c+d n

Fonte: Adaptado de GUIMARAES, 1985.
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4.7 Andlise Estatistica

As varidveis que apresentaram distribuicdo normal foram descritas como Média *
Desvio padrao e as variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal foram descritas como
Mediana (variacdo minima e maxima). O teste “¢” de Student para médias independentes (“t”
ndo pareado) foi utilizado para comparagdo de médias de varidveis com distribuicdo normal
em grupos diferentes. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para a comparacdo de médias de
grupos cujas variaveis nao apresentaram distribuicdo normal. Os testes de Fisher e/ou qui-
qguadrado foram utilizados para comparacdo de proporcdes entre grupos. Para avaliar a
correlacdo entre varidveis, foram utilizados os testes de Pearson (para variaveis de

distribuicdo normal) e de Spearman (para variaveis que nao aderem a distribuicdo normal).

O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todos os calculos
foram realizados com programas disponiveis comercialmente, SigmaStat 3.5 (JandelScientific
Corporation, Chicago, Illinois) e SPSS Statistics 23.0 (IBM, USA).
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5 RESULTADOS

Participaram do estudo 57 pacientes que possuiam <- 2 DP de altura para idade e sexo
e/ou <-1 DP para estatura alvo, sujeitas a pelo menos um teste de estimulo ao GH, TTI ou
Teste da clonidina. Dentre os pacientes avaliados, 43 (73,7%) eram do sexo masculino e 15
(26,3%) do sexo feminino, com idade de 10,7 + 2,9 anos, estatura de 124,2 + 15,2 cm e peso
de 26 + 9 kg.

Os pacientes tiveram confirmacdo do diagndstico de DGH pelo acréscimo de pelo
menos 0,3 DP na altura ao final de um ano de tratamento com rhGH ou ganho proporcional
em um tempo minimo de 6 meses. Apos ser analisada esta reposta, 25 (43,9%) individuos
receberam a confirmacdo diagndstica de DGH. Os 32 (56,1%) pacientes restantes nédo
preencheram o presente critério de confirmacdo diagnostica e, portanto, ndo foram
classificados com Deficiéncia do Horménio de Crescimento. Dentre esses, 8 (25%) fizeram
uso de Hormdnio de Crescimento e ndo obtiveram resposta efetiva com o tratamento,
enquanto que 24 (75%) foram diagnosticados como Baixa Estatura Idiopéatica ou por Retardo

Constitucional do Crescimento e Puberdade.

Quando comparamos a estatura dos pacientes DGH inicial e final encontramos um
aumento da estatura (p<0,001), sendo observado 0 mesmo no Grupo Nao-DGH. Apesar de
ambos 0s grupos partirem de uma estatura inicial semelhante e obterem ganho de estatura ao
final do acompanhamento, este foi maior no grupo DGH (19,3 vs. 9,2, respectivamente). Em
relagdo ao DP da altura, o grupo DGH obteve ganho significante ao final do estudo. Este

ganho ndo ocorreu no grupo com baixa estatura por outras causas (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com e sem DGH.

DGH Né&o-DGH
Caracteristica (n =25) (n=32) p-valor
Inicial Final Inicial Final
Idade cronoldgica
(anos) 9,6 +2,64 11,97 £ 2,85 11,52 £ 2,82 13,27 £ 2,96 <0,0001°
Estatura (cm) 122,5+17,55 141,8 + 20,25 125,6 +12,42 135,27 +14,42 < 0,0001"
DP estatura -2,34+£1,49 -1,21+1,39 -3,14 £1,28 -3,02+£1,17 <0,001"

"Estatisticamente significativo (inicial vs. final dentro de cada grupo). *Estatisticamente significativo (inicial vs.
final dentro do grupo DGH).
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Foram submetidos ao TTI 46 pacientes, 42 ao teste de clonidina e 31 a ambos os
testes. Foram avaliadas sensibilidade, especificidade e acuréacia dos testes de estimulacdo de
GH (Tabela 4).

Tabela 4 - Sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes de estimulacdo de GH.

Picos de GH TTI Teste da Clonidina
Sensib. Especif.  Acuracia Sensib. Especif. Acurécia
<3 ug/L 45% 92% 72% 55% 100% 76%
< 5ug/L 75% 77% 76% 86% 85% 86%
< 7ug/L 90% 77% 83% 100% 75% 88%
<10 pg/L 95% 73% 83% 100% 70% 86%

O pico méximo de GH foi menor no grupo DGH em ambos os testes (figura 1), 3,7 vs.
17,2 pg/L no TTI (p < 0,001) e 2,8 vs. 20,2 (p < 0,001) no Teste da Clonidina. As maiores
elevacdes nos valores de GH ocorreram nos tempos 60/90 minutos para os testes de TTIl e
clonidina em ambos os grupos. Os valores médios de GH durante os testes de estimulo, em

ambos 0s grupos, estdo mostrados na figura 2.
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Figura 1 - Pico Maximo (ug/L) de GH nos testes de estimulo
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6 DISCUSSAO

Os dados obtidos sugerem que para o TTI os niveis de corte utilizados para o
diagnostico de DGH devam ser de < 7ug/L. Quando o teste de clonidina for utilizado, niveis
de corte < 5ug/L parecem ser mais adequados. Adicionalmente, o teste da clonidina se

mostrou mais sensivel que o TTI em todos os pontos de corte.

O valor de especificidade do ponto de corte < 7ug/L no TTI é igual ao ponto de corte
< 5ug/L, no entanto é 15% mais sensivel, além de mais acurado, o que justifica sua escolha.
Ja no teste de clonidina, o ponto de corte < 5ug/L apesar de ser menos especifico que o nivel
< 3ug/L, apresenta sensibilidade e acuracia superiores e, quando comparado ao ponto de corte
< 7ug/L, apresenta especificidade 10% maior e acurécia semelhante, o que justificam sua
escolha, por serem estes 0s principais parametros a serem avaliados em doencas pouco

comuns .

Ainda h&a muitas limitacdes no diagnostico de DGH em criangas. Mesmo em centros
especializados, 25% das criangas com diagnostico de DGH tratadas com rhGH tem pico de
resposta normal quando testadas no final do crescimento (TILLMANN, 1997). Os valores do
cut-off do pico do GH ao estimulo variam. Alguns autores advogam que em ensaios
laboratoriais mais sensiveis (IFMA, Quimioluminescéncia) niveis maiores ou iguais a 5 pg/L
ja seriam considerados como resposta normal aos testes de estimulo, porém a maioria dos
estudos aceita valores a partir de 7ug/L ou 10ug/L (CZEPIELEWSKY; DE PAULA, 2008).
A maior dificuldade na definicdo do cut-off ideal estd na sobreposicdo de resultados que
encontramos entre os testes de criangas com DGH e criangas normais, especialmente nas que
ndo tem DGH classico, sem caracteristicas fenotipicas ou que iniciam o quadro mais
tardiamente, com quadro clinico e laboratorial dificil de distinguir das variantes normais do

crescimento.

Existe variacdo entre os imunoensaios provavelmente pela presenca de uma ou mais
proteinas ligantes de GH e/ou a heterogeneidade das moléculas circulantes de GH, além da
diferenga entre os anticorpos, monoclonal e policlonal. Do GH produzido, 75% é 22 KDa, 5-
10% ¢ 20 KDa e o restante inclui formas inativas de GH (BAUMANN, 1991). Devido esta
variacdo, o ponto de corte para diagndstico de DGH deve levar em consideragdo o ensaio de

GH, a poténcia do estimulo e o considerado “normal” ¢ arbitrario e ndo leva em consideragdo
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o tipo de teste farmacoldgico, o ensaio utilizado, idade, massa gorda, estadio puberal. Além
disso, acredita-se que o cut-off deva ser ajustado para o IMC, principalmente no TTI, devendo
ser considerado maior para aqueles com menor IMC e menor para 0S que apresentam maior
IMC e, nos obesos, recomenda-se uma dieta hipocaldrica nas 24 horas que precedem o exame,

0 que aumenta a acurcia dos testes (ROSE, 2007).

Tendo como base os testes de estimulo, uma grande proporcdo de criangas normais
com baixa estatura pode ser equivocadamente diagnosticada como portadora de DGH. Porém
mesmo com estas limitacdes, resposta insatisfatoria em dois testes continua sendo o padrdo-

ouro na decisdo clinica sobre tratamento com rhGH em todo o mundo (ROSE, 2007).

Em um estudo de Cheng Guo (2013) 80 pacientes, sendo 31 diagnosticados
clinicamente com DGH foram submetidos aos testes de estimulo ao GH (Teste da Clonidina,
TTI e ambos combinados). O pico maximo de GH nos testes da Clonidina e de Tolerancia a
Insulina foi encontrado nos instantes 60/90 minutos. O tempo encontrado para o pico maximo
de GH no nosso trabalho foi semelhante ao encontrado nesse estudo. Quando analisados
isoladamente o TTI apresentou, para o0 ponto de corte < 10ug/L, sensibilidade, especificidade
e acurécia de 76%, 48% e 63%, respectivamente. Todos os valores encontrados no estudo de
Cheng Guo foram menores que os determinados por este trabalho. Ao teste da clonidina, a
sensibilidade encontrada foi de 79%, especificidade de 65% e acuracia de 73%. Os valores
encontrados no nosso estudo apresentaram sensibilidade, especificidade e acuracia superiores
(100%, 70% e 86%).

Alguns autores, ainda, acreditam que valores de pico de GH apos teste de estimulo
entre 7ug/L e 10 ug/L seriam considerados subnormais, e estes apresentariam deficiéncia
parcial ou insuficiéncia de GH. Outros sugerem que niveis menores que 10ug/L seriam
indicativos de DGH e niveis menores de 5ug/L refletiriam deficiéncia mais severa de GH
(MOORE, 1993). Criancas com baixa estatura, IGF-1, IGFBP-3 normais e um teste
subnormal, deveriam ser submetidas a um segundo teste, se subnormal considerar
insuficiéncia de GH (SHALET, 1998).

Quanto as diferengas entre os dois testes utilizados nos nossos trabalhos, poucos
estudos os comparam diretamente. Alguns autores consideram como padrdo ouro o TTI

(RODRIGUES et al., 2004), enquanto outros afirmam que o teste da clonidina é mais sensivel
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que o TTI (SEICK; BOGUSZEWSKI, 2003). Nossos resultados confirmam que o teste da
clonidina possui maior sensibilidade que o TTI para o diagnostico de DGH.

Em estudo de Borges et al. (2016), foram comparados trés grupos, classificados como
estatura normal (n=56), BEI (n=143) e DGH (n=26), sendo todos submetidos ao teste
estimulatorio de GH por clonidina. As médias de pico maximo de GH encontrada nos grupos
foram de 8 pg/L, 9 pg/L e 10 pg/L, respectivamente. Assim como em nosso estudo, o grupo
DGH apresentou média de pico maximo de GH significativamente menor que os demais.
Nesse trabalho, Borges et al. também identificaram o ponto de corte < 3ug/L como o0 mais
adequado para o diagndstico de DGH, o que nédo foi observado em nosso trabalho, visto que
apesar de possuir boa especificidade (100%), deixaria de diagnosticar 45% dos pacientes que
necessitariam de tratamento com rhGH. Ademais, é proposta a coleta de sangue para o exame
em apenas 3 amostras, a basal e nos instantes 60 e 90 minutos, que assim como em nosso
estudo, sdo 0s momentos em que ocorrem as maiores concentracdes seéricas de hormdénio de

crescimento.

Rhee et al. (2015) desenvolveram um estudo em que 120 criangas foram submetidas a
dois testes de estimulo, sendo um deles o TTI. Destas, 83 foram classificadas como DGH e 37
como BEI. Assim como em nosso trabalho, o pico médio do grupo DGH sob TTI foi
significativamente menor que o grupo ndo DGH (4.03 vs. 14.71 ug/L). Séo identificados
valores de especificidade e acuréacia de 78,4% e 93,6% para 0 TTI no ponto de corte <
10ug/L. Ambos os valores sdo superiores aos encontrados em nosso estudo (73% e 83%), no
entanto, o padrdo-ouro utilizado no estudo de Rhee et al. para comparar as medidas de

qualidade dos testes ndo é bem delineado.

Moore (1993) estudando 47 criancas com baixa estatura extrema, sendo 5 DGH,
avaliou a resposta ao tratamento com GH nos dois grupos e verificou que o aumento
sustentado da velocidade de crescimento foi maior nos grupo DGH, porém também foi
significativo no grupo ndo DGH, concluindo que criangas com baixa estatura extrema, a
excecdo das DGH cléssicas, sdo dificeis de serem classificadas pelos critérios clinicos e
bioguimicos atuais e que a maioria das criancas do estudo apresentou resposta positiva ao

tratamento com GH.

O principal aspecto que difere o presente trabalho dos demais é que a maioria dos

estudos se baseia nas formas cléssicas de DGH, que apresentam alteracdo radioldgica, como
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agenesia de hipofise e lesdes expansivas ou entdo, sdo classificados segundo os critérios
atuais das guidelines, portanto, comparam os testes de estimulo entre si. Como 0s testes sdo 0
alvo do estudo, 0 nosso critério diagnéstico adotado como padrdo-ouro no DGH foi a prova
terapéutica. Bakkeret al. (2008) e Cohen et al. (2008) propdem como resposta satisfatoria ao

tratamento com rhGH, o ganho maior que 0,3DP ap6s um ano de tratamento.

A melhor abordagem na investigacdo da criangca com baixa estatura tem sido objeto de
muita discussdo e estudos (HINDMARSH, 1995). Os testes sdo utilizados para confirmar
laboratorialmente a DGH como causa da baixa estatura, ja que critérios clinicos como taxas
de crescimento insatisfatorias tém baixa sensibilidade (69%) e especificidade (63%). Se
utilizarmos o pico de concentracdo de GH em resposta aos testes para definir doenga, pelo
menos 25% destes terdo secrecdo normal de GH quando adultos jovens (NICOLSON, 1996;
CLAYTON,1987).

Por tratar-se de um tratamento que demanda alto custo financeiro, o Ministério da
Saude Brasileiro institui um controle rigoroso para a dispensa de rhGH subsidiado pelo
governo. Em 2010, foi reduzido o cut-off dos testes de estimulo de 7 para 5ug/L como
exigéncia para obtengdo do medicamento (BRASIL, 2010). No entanto, baseado nos dados
deste trabalho levando em consideracdo o TTI, ao praticar essa reducdo ndo haveria ganho em
especificidade, porém uma reducdo importante na acuracia e sensibilidade do teste, deixando
de tratar 15% de criancas portadoras de DGH, que possuem uma doenca tratavel e
estigmatizante quando ndo manejada adequadamente (OSWIECIMSKA, 2014). Portanto, faz-

se necessario uma revisao dos pontos de corte adotados pelo Ministério da Saude.

Na amostra do presente estudo, foi observada melhor acuracia com nivel de corte de 7
e 10ug/L no TTI, enquanto que no teste da clonidina, os valores foram préximos para 0s
pontos de corte 5, 7 e 10ug/L. Como a especificidade é o parametro mais adequado a ser
empregado no diagnéstico de doencas incomuns (GOULART; CHIARI, 2007), o melhor
ponto de corte a ser adotado para o teste da clonidina é o de 5ug/L e para o TTI, o nivel de

7ug/L.

Um teste com alta especificidade possui um baixo numero de resultados falso-
positivos, ou seja, uma vez positivo o teste confirma o diagnostico da patologia. Estes
parametros sdo mais importantes que a sensibilidade, pois se trata de uma patologia incomum.

Os pacientes que ndo forem diagnosticados por uma menor sensibilidade do teste ainda
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poderiam ser acompanhados e reavaliados, podendo receber intervencdo terapéutica

posteriormente, de acordo com sua evolugéo clinica.

O uso isolado da sensibilidade ou da especificidade na avaliacdo de um teste
diagnéstico pode ser indicado em algumas condicBes, como as listadas no quadro abaixo
(Quadro 1). Para a DGH, a aplicabilidade dessa forma de avaliacdo é questiondvel. Na analise
do quadro abaixo, juntamente com o que ja foi discutido, verifica-se que é necessario obter o

equilibrio entre essas duas variaveis quando se trata de DGH.

Quadro 1 — Condicdes clinicas para a predilecao da sensibilidade ou da especificidade e
aplicabilidade na DGH

1- Doenga tratavel. A

2- Doenga grave que ndo A
pode passar despercebida.

3- Resultados errados
(falsos) ndo determinam
nenhum trauma psicoldgico,
econémico ou social para o
individuo.

N/A

1- Doenca é importante, mas

incuravel ou dificil de tratar.
N/A

2- Resultados errados podem
provocar traumas
psicologicos, econémicos ou
sociais.

3- O fato de néo saber se
possui a doenca tem
importancia sanitaria e
psicoldgica.

DGH: deficiéncia do hormdnio do crescimento; A: se aplica; N/A: ndo se aplica.

Fonte: Adaptado de GREENHALGH, 1997.
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Usar um valor de corte diagnéstico com alta sensibilidade e baixa
especificidade/acuracia levaria a um tratamento desnecessario de uma grande parte desses
individuos, o0 que ndo seria deletério do ponto de visto individual, dado a seguranca do
tratamento. No entanto, poderia acarretar implicagdes econémicas significativas na saude

publica devido ao alto custo mensal que seria dispensado desnecessariamente.
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7 CONCLUSAO

A andlise dos dados indica que h& um ponto de corte nos testes de estimulo ao GH
mais fidedigno ao diagndstico de DGH, quando comparado a outros valores. O pico maximo
médio é significativamente menor no grupo DGH, em relacdo ao ndo-DGH em ambos 0s
testes. Os instantes em que ocorre a maior concentracdo de GH ap0s os testes de estimulo séo

60 e 90 minutos.

Os dados deste estudo sugerem que para 0 TTI os niveis de corte utilizados para o
diagndstico de DGH devam ser de < 7ug/L. Quando o teste de clonidina for utilizado niveis
de corte < 5ug/L parecem ser mais adequados. Adicionalmente, o teste da clonidina se

mostrou mais sensivel que o TTI em todos os pontos de corte.
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9.1 APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

TITULO DA PESQUISA: “Comparacéo entre o teste de tolerancia a insulina e o teste da
clonidina no diagndstico de criancas com baixa estatura por deficiéncia do Horménio de

Crescimento”.

NOME DOS PESQUISADORES: Jodo Soares Felicio, Antbnio Bentes de Figueiredo

Junior, Ana Luiza Prieto Farinassi.
NOME DO ORIENTADOR: Jodo Soares Felicio.

Natureza da pesquisa: O Sr (a) estd sendo convidada (0) a permitir que o seu filho (a)

participe da pesquisa acima citada, que terad

seus resultados publicados posteriormente.

Participantes da pesquisa: Criancas e adolescentes em investigacdo para baixa estatura no

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB).

Envolvimento na pesquisa: a participacao do seu filho (a) ocorrera através do levantamento
de dados clinicos e laboratoriais junto ao seu prontuario, em protocolos préprios, 0s quais
serdo mantidos em sigilo. O(a) Sr(a) tem a liberdade de se recusar a permitir a participacao
de seu filho(a) até que o trabalho seja publicado, sem qualquer prejuizo para o(a) sr(a) ou seu
filho(a). Sempre que quiser poderad pedir mais informacdes sobre este trabalho através do
telefone dos pesquisadores. Se necessario, podera pedir esclarecimentos através do telefone
do Comité de Etica em Pesquisa.

Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa ndo traz complicacdes legais. O seu filho
(@) ndo sera submetido a nenhum risco ou desconforto durante a pesquisa, pois as informacdes
utilizadas serdo obtidas apenas através da revisdo do prontudrio médico. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos
conforme Resolucdo n°. 466/2012 do Conselho Nacional de Saude. Esta pesquisa ndo oferece

riscos a sua dignidade ou de seu filho.

Confidencialidade: todas as informacdes coletadas neste estudo sdo estritamente

confidenciais. Somente os pesquisadores e o orientador terdo conhecimento dos dados.
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Beneficios: ao participar desta pesquisa a (0) sra. (sr.) ndo terd nenhum beneficio direto.
Entretanto, esperamos que este estudo traga informagdes importantes sobre a resposta da
secrecdo de GH ao Teste de Tolerancia a Insulina e ao Teste da Clonidina em criancas e
adolescentes com baixa estatura, onde os pesquisadores se comprometem a divulgar os

resultados obtidos na literatura cientifica.

Pagamento: a (0) sra. (sr.) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa,

bem como nada sera pago por sua participacgao.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para permitir a
participacdo de seu filho(a) na pesquisa. Para tanto, preencha por favor, os itens que se

seguem:
Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista 0S itens acima apresentados,
LT TR , RG Nl
(6rgédo expedidor / estado) de forma livre e esclarecida, manifesto meu consentimento para a

participacdo de meu filho na pesquisa

“Comparacdo entre o teste de tolerancia a insulina e o teste da clonidina no diagndéstico de

criangas com baixa estatura por deficiéncia do Horménio de Crescimento”.

Belém, [ !

Assinatura do Responsavel

Belém, [/ [/

Assinatura do Pesquisador

Belém, [ [/

Assinatura do Orientador
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Agradecemos a sua autorizacdo e colocamo-nos a disposi¢do para esclarecimentos adicionais.

Pesquisadores:

Antbnio Bentes de Figueiredo Junior (91) 98127-4311
Ana Luiza Prieto Farinassi (91) 98012-3100
Orientador:

Jodo Soares Felicio (91) 99988-2972

Se vocé tiver alguma consideracdo ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua dos Mundurucus, 4487 FONE: (91) 32016754 —
E-mail: cephujbb@yahoo.com.br.
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9.2 APENDICE B - TERMO DE ASSENTIMETO

TERMO DE ASSENTIMETO - INFORMAGCOES PARA CRIANCAS
ALFABETIZADAS

TITULO DA PESQUISA: “Comparacéo entre o teste de tolerancia a insulina e o teste da
clonidina no diagnostico de criangcas com baixa estatura por deficiéncia do Horménio de

Crescimento”.

NOME DOS PESQUISADORES: Jodo Soares Felicio, Antbnio Bentes de Figueiredo

Junior, Ana Luiza Prieto Farinassi.
NOME DO ORIENTADOR: Jodo Soares Felicio.

Natureza da pesquisa: VVocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa acima citada,
a qual pretende comparar a resposta da secrecdo de GH ao Teste de Tolerancia a Insulina e ao
Teste da Clonidina em criangas e adolescentes com baixa estatura atendidas no Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB)/Universidade Federal do Pard (UFPA), bem

como divulgar os resultados obtidos na literatura cientifica.

Participantes da pesquisa: Criancas e adolescentes em investigacdo para baixa estatura no

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB).

Envolvimento na pesquisa: a sua participacdo ocorrera através do levantamento de dados
clinicos e laboratoriais junto ao seu prontuario, em protocolos proprios, 0s quais serdo
mantidos em sigilo. Vocé tem a liberdade de se recusar a participar da pesquisa até que o
trabalho seja publicado, sem qualquer prejuizo a vocé. Sempre que quiser podera pedir mais
informac@es sobre este trabalho através do telefone dos pesquisadores. Se necessario, podera

pedir esclarecimentos através do telefone do Comité de Etica em Pesquisa.

Riscos e desconforto: a sua participacdo nesta pesquisa ndo traz complicacdes legais. VVocé
ndo serd submetido a nenhum risco ou desconforto durante a pesquisa, pois as informacdes
utilizadas serdo obtidas apenas através da revisdo do prontuario médico. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos
conforme Resolucdo n°. 466/2012 do Conselho Nacional de Saude. Esta pesquisa ndo oferece

riscos a sua dignidade.
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Confidencialidade: todas as informacOes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente os pesquisadores e o orientador terdo conhecimento dos dados.

Beneficios: ao participar desta pesquisa vocé ndo tera nenhum beneficio direto. Entretanto,
esperamos que este estudo traga informagGes importantes sobre a resposta da secre¢do de GH
ao Teste de Tolerancia a Insulina e ao Teste da Clonidina em criancas e adolescentes com
baixa estatura, onde os pesquisadores se comprometem a divulgar os resultados obtidos na

literatura cientifica.

Pagamento: vocé ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como

nada sera pago por sua participacao.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar da

pesquisa. Para tanto, preencha, por favor, os itens que se seguem:
Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista 0S itens acima apresentados,
BU ettt etttk ettt bR et b e re e , RG n0
(6rgao expedidor / estado) de forma livre e esclarecida, manifesto meu consentimento para a
participagdo na pesquisa “Comparacdo entre o teste de tolerdncia a insulina e o teste da
clonidina no diagnostico de criangcas com baixa estatura por deficiéncia do Horménio de

Crescimento”.

Beléem, _ [/ /

Assinatura do Participante

Belém,_ /[

Assinatura do Pesquisador

Belém, [/ [/

Assinatura do Orientador
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Agradecemos a sua autorizacdo e colocamo-nos a disposi¢do para esclarecimentos adicionais.

Pesquisadores:

Antbnio Bentes de Figueiredo Junior (91) 98127-4311
Ana Luiza Prieto Farinassi (91) 98012-3100
Orientador:

Jodo Soares Felicio (91) 99988-2972

Se vocé tiver alguma consideracdo ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua dos Mundurucus, 4487 FONE: (91) 32016754 —
E-mail: cephujbb@yahoo.com.br.
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9.3 APENDICE C - TERMO DE ACEITE DO ORIENTADOR

TERMO DE ACEITE DO ORIENTADOR

Eu, Jodo Soares Felicio, aceito orientar o Trabalho de Concluséo de Curso — TCC do curso de
Medicina da UFPA, intitulado: “Comparagédo entre o teste de tolerancia a insulina e o teste da
clonidina para o diagnostico de Deficiéncia do Hormoénio de Crescimento Idiopatica em
criancas com baixa estatura”, que sera desenvolvido pelos discentes Ana Luiza Prieto
Farinassi e Anténio Bentes de Figueiredo Junior, comprometendo-me a dedicar o tempo
minimo de 2 (duas) horas semanais para 0 acompanhamento da pesquisa, assim como, de
participar da defesa do trabalho como membro examinador, devendo presidir a banca
examinadora. Informo também, ter ciéncia que a orientacdo devera estar de acordo com o
manual das orientacOes para apresentacdo do trabalho e que, na eventual ocorréncia de algum
fato que prejudique o processo de orientacdo, este deverd ser formalmente comunicado a

coordenacao da pesquisa.

Belém, de de

Assinatura do Orientador
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9.4 APENDICE D - ARTIGO DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e Metabologia

Titulo: Comparacio entre o teste de tolerincia a insulina e o teste da clonidina para o
diagnostico de deficiéncia do horménio de crescimento idiopatica em criancas com baixa

estatura.
Ana Luiza Prieto Farinassi'
Anténio Bentes de Figueiredo Junior'

Jodo Soares Felicio'

'Universidade Federal do Par4, Instituto de Ciéncias da Satde, Av. Generalissimo Deodoro, 01,

Umarizal, Belém, Para, Brasil, 66050-160.

Autores: Ana Luiza Prieto Farinassi e Antonio Bentes de Figueiredo Junior

E-mail: analuizaprietof(@gmail.com; bentesjr@gmail.com

Endereco: Universidade Federal do Para, Instituto de Ciéncias da Saude, Av. Generalissimo Deodoro,
01, Umarizal, Belém, Para, Brasil, 66050-160.

Numero de telefone e fax: +55 (91) 3201-6808.

RESUMO
Objetivos

Estabelecer valores de sensibilidade, especificidade e acuracia para diferentes pontos de corte no teste

de tolerancia a insulina (TTI) e teste da clonidina para diagnéstico de DGH.
Material e Métodos

Estudo retrospectivo, prospectivo e de carater observacional envolvendo a andlise de 57 criangas e
adolescentes, em investigacdo de baixa estatura, atendidos no ambulatério de Endocrinologia e
Metabologia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto. A comparagdo entre os testes

provocativos de GH (ITT e/ou Teste da clonidina) compreendeu o periodo de agosto de 2002 a
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fevereiro de 2017. Todos os pacientes foram submetidos a, pelo menos, um dos testes provocativos. O

nivel sérico do GH foi mesurado até de imunoensaio.
Resultados

Todos os pacientes tinham altura < -2 DP da média para idade e sexo e/ou < -1 DP em relagédo a altura
alvo familiar. Os resultados deste estudo mostraram que o valor de especificidade do ponto de corte <
7ug/L no TTI é igual ao ponto de corte < 5ug/L, no entanto é 15% mais sensivel, além de mais
acurado, o que justifica sua escolha. Ja no teste de clonidina, o ponto de corte < 5ug/L apesar de ser
menos especifico que o nivel 3ug/L, apresenta sensibilidade e acurdcia muito superior e, quando
comparado ao ponto de corte < 7ug/L, apresenta especificidade 10% maior e acuracia semelhante, o
que justificam sua escolha, por serem estes 0s principais parametros a serem avaliados em doengas
pouco comuns, como a DGH. As maiores elevagdes nos valores de GH ocorreram nos tempos 60/90

minutos para os testes de TTI e clonidina em ambos os grupos (DGH e ndo-DGH).
Concluséao

Os dados deste estudo sugerem que para o TTI os niveis de corte utilizados para o diagnostico de
DGH devam ser de < 7ug/L. Quando o teste de clonidina for utilizado niveis de corte < 5ug/L
parecem ser mais adequados. Adicionalmente, o teste da clonidina se mostrou mais sensivel que o TTI
em todos os pontos de corte.

Palavras-chave: Baixa estatura; Hormonio de crescimento; Deficiéncia do horménio de crescimento;

Teste de estimulo do GH.

INTRODUCAO

O crescimento humano é um processo bioldgico que envolve aspectos genéticos, hormonais,
nutricionais e ambientais (1). Para classificar o processo de crescimento em normal ou anormal, sdo
utilizados pardmetros baseados na estatura média da populacgao para a idade e sexo e na velocidade em
que o crescimento ocorre. Criancas cuja altura esteja dois desvios padrdes abaixo da média para idade
e sexo e/ou apresente uma baixa velocidade de crescimento e/ou um déficit de altura maior que um
desvio padrdo em relagdo a altura alvo familiar devem ser encaminhadas para uma avaliagao pediatrica
completa (2). Tal avaliacdo consiste na pesquisa da historia pessoal, familiar e social, exame fisico,

exames laboratoriais gerais e/ou especializados, exames radioldgicos, testes genéticos, entre outros

).
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Apobs considerar e excluir outras causas de baixa estatura e, os dados auxoldgicos obtidos sugerirem
Deficiéncia do Horménio de Crescimento (DGH), esta devera ser investigada. O diagndstico deve ser
confirmado por meio de testes de estimulacéo, utilizando provocacéo fisioldgica ou farmacoldgica da
secrecao de GH. A estimulagdo farmacoldgica inclui o Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) e o Teste
da Clonidina (4).

Segundo o Ministério da Saude (5), o diagndstico de DGH em criangas e adolescentes requer dois
testes de estimulo com valor de pico de GH < 5 pg/L, dosados por método de quimioluminescéncia ou

imunofluorometria com anticorpos monoclonais.

Nenhum dos testes disponiveis é considerado o padrdo-ouro para o diagnéstico de DHG, pois
apresentam risco de fornecer resultados falsos (6). Alguns autores sugerem que uma boa resposta
terapéutica com 0 GH recombinante humano (rhGH) seja uma prova segura de que provavelmente
exista a deficiéncia hormonal (7,8). O aumento da altura final e a alteragdo na velocidade de

crescimento sdo Uteis para avaliar essa resposta clinicamente (9).

MATERIAL E METODOS

Estudo retrospectivo, prospectivo e de carater observacional, realizado através da andlise de
prontuarios de criancas e adolescentes em investigagdo para baixa estatura, que foram atendidos no
ambulatério de Endocrinologia e Metabologia do HUJBB. Esses pacientes foram submetidos a testes
de estimulagdo da secrecdo do GH (TTI e/ou teste da clonidina) no periodo de agosto de 2002 a
fevereiro de 2017. Participaram do estudo 57 pacientes, com altura <- 2 DP abaixo da média para
idade e/ou < -1DP em relagdo & altura alvo familiar. Todos os pacientes foram submetidos a, pelo
menos, um teste provocativo do GH. Todos apresentavam funcéo tireoidiana normal, Ressonéancia

magnética de cranio sem alteracOes e outras causas de deficiéncia de crescimento excluidas.

Os testes foram realizados apés um jejum de, no minimo, 8 horas, com inicio 30 minutos apés
posicionamento de cateter venoso com infusdo salina lenta, e as amostras de sangue colhidas a cada 30
minutos entre o tempo 0 e 120 minutos. A dosagem de GH nos testes foi realizada através da

quimioluminescéncia com anticorpos monoclonais.

Constituiram parte da analise os seguintes dados de cada paciente: altura, altura alvo, idade
cronoldgica, idade 6ssea, DP (desvio-padrdo) de altura, DP de altura alvo, estadiamento puberal,
niveis de TSH, T4 livre, FSH, LH, estradiol, testosterona total, IGF-1, IGFBP-3. A altura dos
pacientes foi medida pelo Estadiémetro Harpender, assim como a altura de seus pais, que também
pode ter sido apenas referida no momento da consulta. A idade 6ssea considerada foi baseada na

andlise das radiografias de médo e punho esquerdos, usando o método padrdo de Greulich & Pyle. Para



56

0 estadiamento puberal foi usado o método de Tanner. A altura alvo foi calculada pela média de
alturas do pai e da mée, acrescidos de 6,5 cm no sexo masculino e subtraidos em 6,5 no sexo feminino.

Os niveis séricos de GH foram descritos em nimeros absolutos em pg/L.

Na andlise estatistica as variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram descritas como Média £
Desvio padrdo e as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram descritas como
Mediana. O teste “¢” de Student para médias independentes foi utilizado para comparacdo de médias
de varidveis com distribuicdo normal em grupos diferentes. O teste de Mann-Whitney foi utilizado
para a comparacdo de médias de grupos cujas variaveis nao apresentaram distribuicdo normal. Os
testes de Fisher e/ou qui-quadrado foram utilizados para comparacao de propor¢des entre grupos. Para
avaliar a correlacdo entre variaveis, foram utilizados os testes de Pearson e de Spearman. O valor de p

< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Participaram do estudo 57 pacientes que possuiam <- 2 DP de altura para idade e sexo e/ou <-1 DP
para estatura alvo, sujeitas a pelo menos um teste de estimulo ao GH, TTI ou Teste da clonidina.
Dentre os pacientes avaliados, 43 (73,7%) eram do sexo masculino e 15 (26,3%) do sexo feminino,
com idade de 10,7 = 2,9 anos, estatura de 124,2 + 15,2 cm e peso de 26 + 9 kg.

Os pacientes tiveram confirmacdo do diagnostico de DGH pelo acréscimo de pelo menos 0,3 DP na
altura ao final de um ano de tratamento com rhGH ou ganho proporcional em um tempo minimo de 6
meses. Apds ser analisada esta reposta, 25 (43,9%) individuos receberam a confirmacédo diagndstica de
DGH. Os 32 (56,1%) pacientes restantes ndo preencheram o presente critério de confirmagdo
diagndstica e, portanto, ndo foram classificados com Deficiéncia do Horménio de Crescimento. Dentre
esses, 8 (25%) fizeram uso de Horménio de Crescimento e ndo obtiveram resposta efetiva com o
tratamento, enquanto que 24 (75%) foram diagnosticados como Baixa Estatura Idiopatica ou por

Retardo Constitucional do Crescimento e Puberdade.

Quando comparamos a estatura dos pacientes DGH inicial e final encontramos um aumento da
estatura (p<0,001), sendo observado o mesmo no Grupo Ndo-DGH. Apesar de ambos 0s grupos
partirem de uma estatura inicial semelhante e obterem ganho de estatura ao final do acompanhamento,
este foi maior no grupo DGH (19,3 vs. 9,2, respectivamente). Em relacdo ao DP da altura, o grupo
DGH obteve ganho significante ao final do estudo. Este ganho ndo ocorreu no grupo com baixa

estatura por outras causas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com e sem DGH.

DGH N&o-DGH
Caracteristica (n=25) (n=32) p-valor
Inicial Final Inicial Final
Idade cronoldgica
(anos) 9,6 + 2,64 11,97+2,85 11,52+2,82 13,27+2,96  <0,0001°

135,27 + < 0,0001"
14,42
DP estatura -2,34+1,49 -1,21 £ 1,39 -3,14 +1,28 -3,02+1,17 <0,001"

Estatura (cm) 122,5+17,55 141,8+20,25 125,6+12,42

"Estatisticamente significativo (inicial vs. final dentro de cada grupo). *Estatisticamente significativo
(inicial vs. final dentro do grupo DGH).

Foram submetidos ao TTI 46 pacientes, 42 ao teste de clonidina e 31 a ambos 0s testes. Foram
avaliadas sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes de estimulagdo de GH (Tabela 2).

Tabela 2 - Sensibilidade, especificidade e acuréacia dos testes de estimulacédo de GH.

: TTI Teste da Clonidina
Picos de GH _ _ _ ' _ i
Sensib. Especif. Acuracia Sensib. Especif. Acuracia
<3 ug/L 45% 92% 2% 55% 100% 76%
< 5ug/L 75% 7% 76% 86% 85% 86%
< 7ug/L 90% 7% 83% 100% 75% 88%
<10 pg/L 95% 73% 83% 100% 70% 86%

O pico maximo de GH foi menor no grupo DGH em ambos os testes (figura 1), 3,7 vs. 17,2
Mg/L no TTI (p < 0,001) e 2,8 vs. 20,2 (p < 0,001) no teste da clonidina. As maiores elevacbes nos
valores de GH ocorreram nos tempos 60/90 minutos para os testes de TTI e clonidina em ambos 0s
grupos. Os valores médios de GH durante os testes de estimulo, em ambos 0s grupos, estdo mostrados

na figura 2.
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Figura 2 — Valores médios de GH nos testes de estimulo.

DISCUSSAO

Os dados obtidos sugerem que para o TTI os niveis de corte utilizados para o diagnostico de DGH
devam ser de < 7pg/L. Quando o teste de clonidina for utilizado, niveis de corte < 5ug/L parecem ser
mais adequados. Adicionalmente, o teste da clonidina se mostrou mais sensivel que o TTI em todos 0s
pontos de corte.
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O valor de especificidade do ponto de corte < 7ug/L no TTI é igual ao ponto de corte < 5ug/L, no
entanto € 15% mais sensivel, além de mais acurado, o que justifica sua escolha. J& no teste de
clonidina, o ponto de corte < 5ug/L apesar de ser menos especifico que o nivel < 3ug/L, apresenta
sensibilidade e acuracia superior e, quando comparado ao ponto de corte < 7ug/L, apresenta
especificidade 10% maior e acuracia semelhante, o que justificam sua escolha, por serem estes 0s

principais pardmetros a serem avaliados em doencas pouco comuns .

Ainda ha muitas limitacdes no diagnostico de DGH em criangas. Mesmo em centros especializados,
25% das criancas com diagnostico de DGH tratadas com rhGH tem pico de resposta normal quando
testadas no final do crescimento (10). Os valores do cut-off do pico do GH ao estimulo variam.
Alguns autores advogam que em ensaios laboratoriais mais sensiveis (IFMA, Quimioluminescéncia)
niveis maiores ou iguais a 5 pg/L ja seriam considerados como resposta normal aos testes de estimulo,
porém a maioria dos estudos aceita valores a partir de 7ug/L ou 10ug/L (11). A maior dificuldade na
definicdo do cut-off ideal estd na sobreposicdo de resultados que encontramos entre os testes de
criangas com DGH e criancas normais, especialmente nas que ndo tem DGH classico, sem
caracteristicas fenotipicas ou que iniciam o quadro mais tardiamente, com quadro clinico e laboratorial

dificil de distinguir das variantes normais do crescimento.

Em um estudo de Cheng Guo (12) 80 pacientes, sendo 31 diagnosticados clinicamente com DGH
foram submetidos aos testes de estimulo ao GH (Teste da Clonidina, TTI e ambos combinados). O
pico méximo de GH nos testes da Clonidina e de Tolerancia a Insulina foi encontrado nos instantes
60/90 minutos. O tempo encontrado para o pico maximo de GH no nosso trabalho foi semelhante ao
encontrado nesse estudo. Quando analisados isoladamente o TTI apresentou, para o ponto de corte <10
ug/L, sensibilidade, especificidade e acurécia de 76%, 48% e 63%, respectivamente. Todos os valores
encontrados no estudo de Cheng Guo (12) foram menores que os determinados por este trabalho. Ao
teste da clonidina, a sensibilidade encontrada foi de 79%, especificidade de 65% e acuracia de 73%.
Os encontrados no nosso estudo apresentaram sensibilidade, especificidade e acuracia superiores
(100%, 70% e 86%).

Alguns autores, ainda, acreditam que valores de pico de GH apds teste de estimulo entre 7ug/L e 10
ug/L seriam considerados subnormais, e estes apresentariam deficiéncia parcial ou insuficiéncia de
GH. Outros sugerem que niveis menores que 10ug/L seriam indicativos de DGH e niveis menores de
5ug/L refletiriam deficiéncia mais severa de GH (13).Criancas com baixa estatura, IGF-1, IGFBP-3
normais e um teste subnormal, deveriam ser submetidas a um segundo teste, se subnormal considerar
insuficiéncia de GH (14).

Quanto as diferencas entre os dois testes utilizados nos nossos trabalhos, poucos estudos os comparam

diretamente. Alguns autores consideram como padrdo ouro o TTI (15), enquanto outros afirmam que o
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teste da clonidina é mais sensivel que o TTI (16). Nossos resultados confirmam que o teste da
clonidina possui maior sensibilidade que o TTI para o diagnostico de DGH.

Em estudo de Borges et al. (17), foram comparados trés grupos, classificados como estatura normal
(n=56), BEI (n=143) e DGH (n=26), sendo todos submetidos ao teste estimulatério de GH por
clonidina. As médias de pico maximo de GH encontrada nos grupos foram de 8 pg/L, 9 pg/L e 10
Mg/L, respectivamente. Assim como em nosso estudo, o grupo DGH apresentou média de pico
maximo de GH significativamente menor que os demais. Nesse trabalho, Borges et al. também
identificaram o ponto de corte < 3ug/L como o mais adequado para o diagndstico de DGH, o que nédo
foi observado em nosso trabalho, visto que apesar de possuir boa especificidade (100%), deixaria de
diagnosticar 45% dos pacientes que necessitariam de tratamento com rhGH. Ademais, é proposta a
coleta de sangue para o exame em apenas trés amostras, a basal e nos instantes 60 e 90 minutos, que
assim como em nosso estudo, s&0 0S momentos em que ocorrem as maiores concentragdes séricas de

hormonio de crescimento.

Rhee et al. (18) desenvolveram um estudo em que 120 criangas foram submetidas a dois testes de
estimulo, sendo um deles o TTI. Destas, 83 foram classificadas como DGH e 37 como BEI. Assim
como em nosso trabalho, o pico médio do grupo DGH sob TTI foi significativamente menor que o
grupo ndo DGH (4.03 vs. 14.71 pg/L). Sao identificados valores de especificidade e acuracia de 78,4%
e 93,6% para o0 TTI no ponto de corte < 10ug/L. Ambos os valores sdo superiores aos encontrados em
nosso estudo (73% e 83%), no entanto, o padrdo-ouro utilizado para comparar as medidas de

qualidade dos testes ndo é bem delineado no trabalho em questéo.

Moore (13) estudando 47 criangas com baixa estatura extrema, sendo 5 DGH, avaliou a resposta ao
tratamento com GH nos dois grupos e verificou que o aumento sustentado da velocidade de
crescimento foi maior nos grupo DGH, porém também foi significativo no grupo ndo DGH,
concluindo que criangas com baixa estatura extrema, a exce¢do das DGH classicas, sdo dificeis de
serem classificadas pelos critérios clinicos e bioquimicos atuais e que a maioria das criancas do estudo

apresentou resposta positiva ao tratamento com GH.

O principal aspecto que difere o nosso trabalho dos demais é que a maioria dos estudos se baseia nas
formas classicas de DGH, que apresentam alteracdo radiologica, como agenesia de hipdfise e lesdes
expansivas ou entdo, sdo classificados segundo os critérios atuais das guidelines, portanto, comparam
os testes de estimulo entre si. Como os testes sdo 0 alvo do estudo, 0 nosso critério diagndstico
adotado como padréo-ouro no DGH foi a prova terapéutica. Bakker et al. (7) e Cohen et al. (19)
propdem como resposta satisfatoria ao tratamento com rhGH, o ganho maior que 0,3DP apds um ano

de tratamento.
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Por se tratar de um tratamento que demanda alto custo financeiro, o Ministério da Salude Brasileiro
institui um controle rigoroso para a dispensa de rhGH subsidiado pelo governo. Em 2010, foi reduzido
o cut-off dos testes de estimulo de 7 para 5ug/L como exigéncia para obtencdo do medicamento (5).
No entanto, baseado nos dados deste trabalho levando em consideracdo o TTI, ao praticar essa redugéo
ndo haveria ganho em especificidade, porém uma redugdo importante na acuracia e sensibilidade do
teste, deixando de tratar 15% de criancas portadoras de DGH, que possuem uma doenca tratavel e
estigmatizante quando ndo manejada adequadamente (20). Portanto, faz-se necessario uma revisdo dos

pontos de corte adotados pelo Ministério da Salde.

Na amostra do presente estudo, foi observada melhor acuréacia com nivel de corte de 7 e 10ug/L no
TTI, enquanto que no teste da clonidina, os valores foram proximos para 0s pontos de corte 5, 7 e
10ug/L. Como a especificidade é o parametro mais adequado a ser empregado no diagnostico de
doencas incomuns (21), o melhor ponto de corte a ser adotado para o teste da clonidina é o de 5 ug/L e

parao TTI, o nivel de 7 ug/L.

Um teste com alta especificidade possui um baixo ndmero de resultados falso-positivos, ou seja, uma
vez positivo o teste confirma o diagndstico da patologia. Estes parametros sdo mais importantes que a
sensibilidade, pois se trata de uma patologia incomum. Os pacientes que ndo forem diagnosticados por
uma menor sensibilidade do teste ainda poderiam ser acompanhados e reavaliados, podendo receber

intervencdo terapéutica posteriormente, de acordo com sua evolugdo clinica.

O uso isolado da sensibilidade ou da especificidade na avaliagdo de um teste diagnostico pode ser
indicado em algumas condig¢des. O uso isolado da sensibilidade pode ser aplicado no caso de doencas
trataveis, doencas graves que ndo podem passar despercebidas e naquelas em que resultados falsos ndo
determinam nenhum trauma psicoldgico, social ou financeiro ao individuo. Por sua vez, o uso isolado
da especificidade é indicado em doencas com importancia clinica, mas que séo incuraveis ou de dificil
tratamento, naquelas em que resultados errados podem provocar traumas psicol6gicos, econdmicos ou
sociais e quando o fato de ndo saber se possui a doenca tem importancia sanitaria e psicoldgica. Para a
DGH, a aplicabilidade dessa forma de avaliacdo € questionavel, sendo necessario obter o equilibrio

entre essas duas variaveis.

Usar um valor de corte diagnostico com alta sensibilidade e baixa especificidade/acurécia levaria a um
tratamento desnecessario de uma grande parte desses individuos, o que nédo seria deletério do ponto de
visto individual, dado a seguranca do tratamento. No entanto, poderia acarretar implicacGes
econdmicas significativas na salde puablica devido ao alto custo mensal que seria dispensado

desnecessariamente.
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CONCLUSAO

A analise dos dados indica que ha um ponto de corte nos testes de estimulo ao GH mais fidedigno ao
diagnostico de DGH, gquando comparado a outros valores. O pico maximo médio é significativamente
menor no grupo DGH, em relagdo ao ndo-DGH em ambos os testes. Os instantes em que ocorre a

maior concentragdo de GH ap0s os testes de estimulo s&o 60 e 90 minutos.

Os dados deste estudo sugerem que para o TTI os niveis de corte utilizados para o diagndstico de
DGH devam ser de < 7ug/L. Quando o teste de clonidina for utilizado niveis de corte < 5ug/L
parecem ser mais adequados. Adicionalmente, o teste da clonidina se mostrou mais sensivel que o TTI
em todos o0s pontos de corte.
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10.1 ANEXO A - APROVACAO DO CEP

| HOSPITAL UNIVERSITARIO . |
| JOAO DE BARROS BARRETO - GRGrart o
[ UFPA |

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Comparagéo entre o teste de tolerancia a insulina e o teste da clonidina no diagnéstico
de criangas com baixa estatura por deficiéncia do Horménio de Crescimento.

Pesquisador: Jo#o Soares Felicio

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 52465515.0.0000.0017

Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto - UFPA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.440.654

Apresentagao do Projeto:

Os pacientes submetidos aos testes provocativos de GH no periodo pré-estabelecido serdo abordados por
meio de contato telefénico a partir de seu cadastro no hospital e, entéo, fornecidos as devidas informagées e
esclarecimentos sobre a pesquisa, seus riscos e beneficios e solicitada a autorizagao de sua participagéo
por meio do TCLE ou Termo de Assentimento, este para pacientes entre 12 e 18 anos. A pesquisa sera
realizada por meio da coleta de dados dos prontuarios em protocolos préprios.

Seguindo critérios clinicos e laboratoriais, serdo selecionados pacientes que foram classificados com DGH e
sera analisado o efeito terapéutico do tratamento com Horménio do Crescimento que foi prescrito a eles.
Sera confirmado o diagnéstico de Deficiéncia de GH aos pacientes que obtiveram ganho de pelo menos 0.5
DP da altura relatada no inicio do tratamento. Baseado no nimero de pacientes com diagnéstico
confirmado, seréo definidos os valores de sensibilidade, especificidade e acuracia do teste de clonidina e do
TTI nos pontos de corte 3, 5, 7 e 10 g/L, bem como o poder de estimulo de cada i

teste e a comparagéo entre eles. Sera definido também os valores e os instantes em que se observaram os
picos maximos de GH em ambos os testes (0, 30, 60, 90 ou 120min.).Este estudo visa comparar a resposta
da secregao de GH ao TTl e ao teste da clonidina em criangas e
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HOSPITAL UNIVERSITARIO .

JOAO DE BARROS BARRETO - W
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adolescentes com baixa estatura (altura -2DP para idade e sexo ou -1.5 DP para altura-alvo) atendidas no
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB)/Universidade Federal do Para (UFPA).

Continuagéo do Parecer: 1.440.654

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Comparar o TTl e o Teste da Clonidina no diagnéstico de criangas com baixa estatura.

Objetivo Secundario:

Estabelecer valores de sensibilidade, especificidade e acuracia para diferentes pontos de corte no TT! e
Teste da Clonidina para diagnostico de DGH;

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisa tera como risco para o sujeito em estudo a possivel identificagéo, divulgagéo de informagdes
pessoais e consequente constrangimento do paciente. Para evitar tal risco e assegurar o sigilo sobre tudo o
que se refere a participag@o do pesquisado, sera utilizado apenas o nimero do prontudrio do participante e,
além disso, as informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros pacientes, ndo sendo
divulgada qualquer informagéo que possa levar a sua identificagao. As informagées coletadas neste projeto
de pesquisa serdo mantidas em sigilo e somente os investigadores terdo acesso. Além disso, os pacientes
poderdo, em qualquer momento, optar por desistir de participar da pesquisa. A participagdo dos individuos é
voluntaria e o consentimento sera estabelecido por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) ou Termo de assentimento, no caso de pacientes entre 12 e 18 anos. A néo assinatura
deste implica apenas na néo incluséo do sujeito no estudo e n@o acarreta nenhumprejuizo ao paciente.
Como esta pesquisa € realizada com base na coleta de dados de prontuarios, um risco para os
pesquisadores consiste no fato de poder haver erro ou omissdo nesse material, favorecendo, assim, a
possibilidade de ndo se ter uma total precisdo nas informagées coletadas. Para evitar tal risco, os
prontuarios em que forem detectados erros ou auséncia de algum dado serdo excluidos da pesquisa.

Beneficios:

A pesquisa tera como beneficio para os sujeitos o conhecimento da populagéo em.estudo, possibilitando o
melhor acompanhamento dos mesmos,além de possibilitar a andlise do teste provocativo de GH mais eficaz
no diagnostico de deficiéncia do horménio de crescimento. A pesquisa contribuird também para a aquisi¢ao
e aprimoramento de conhecimento dos
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pesquisadores a cerca do tema abordado, o qual é de grande relevancia para o crescimento profissional.

NZo havera nenhum beneficio para os investigadores. Além disso, fornecera material teérico para a
comunidade cientifica, com informagdes adicionais em relagao ao tema em discuss&o. E ainda, servira como
estimulo para a realizagdo de novos estudos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante e podera possibilitar a anélise dos testes provocativos de GH de maneira mais eficaz
no diagnostico de deficiéncia do horménio de crescimento.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Termos apresentados e de acordo com a legislagéo vigente do Sistema CEP-CONEP/CNS/MS.

Recomendacoes:

Recomendamos a coordenagao que mantenha atualizados todos os documentos pertinentes ao projeto.
Devera também ser informado ao CEP:

Relatério Semestral;

Relatdrio Final;

Envio de Relatério de Cancelamento;

Envio de Relatério de Suspensao de projeto;

Comunicagéo de Término do projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Protocolo aprovado.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, este Colegiado manifesta-se pela APROVAGAO do protocolo de pesquisa por estar de
acordo com a Resolugao n°466/2012 e suas complementares do Conselho Nacional de Saude/MS.

Ainda em atendimento a Res. 466/2012 esclarecemos que a responsabilidade do pesquisador é indelegavel,
indeclinavel e compreende os aspectos éticos e legais. Além de apresentar o protocolo devidamente
instruido ao CEP ou & CONEP, aguardando a decisé@o de aprovagao ética, antes de iniciar a pesquisa; de
elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

Cabe ainda ao pesquisador:

1- desenvolver o projeto conforme delineado;

2- Em acordo com a Resolugdo 466/12 CNS, itens X.1.- 3.b. e XI.2.d, os pesquisadores responsaveis
deverdo apresentar relatérios parcial semestral e final do projeto de pesquisa,
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contados a partir da data de aprovagao do protocolo de pesquisa. Os relatérios deverao ser inseridos no
Sistema Plataforma Brasil pelo icone "Inserir Notificag@o" disponivel para projetos aprovados.

3- apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP, a qualquer momento;

4- manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 05 anos apés o término da pesquisa;

5- encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao
pessoal técnico integrante do projeto;

6- justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgédo do projeto ou a ndo publicagéo

dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

| TipoDocumento | ~ Arquivo | Postagem | \utc :
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 15/10/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 593017.pdf 16:02:43
Folha de Rosto folha_de_rosto_clon_itt.pdf 15/10/2015 | Antonio Bentes de Aceito
16:01:27 | Figueiredo Junior
Orgamento orcamento.docx 15/10/2015 |Ana Luiza Prieto Aceito
15:33:39 | Farinassi
Projeto Detalhado / | projeto_detalhado.docx 15/10/2015 |Ana Luiza Prieto Aceito
Brochura 15:32:26 |Farinassi
Investigador
Cronograma cronograma.docx 15/10/2015 |Ana Luiza Prieto Aceito
15:29:12 | Farinassi
TCLE / Termos de  |todos_termos.docx 17/09/2015 |Antonio Bentes de Aceito
Assentimento / 23:09:46 | Figueiredo Junior
Justificativa de
Auséncia
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
Enderego: RUA DOS MUNDURUCUS 4487
Bairro: GUAMA CEP: 66.073-000
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-6754 Fax: (91)3201-6663 E-mail: cephujbb@yahoo.com.br
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./Agslnado por:
Cleonardo Augusto da Silva

(Coordenador)
Enderego: RUA DOS MUNDURUCUS 4487
Bairro: GUAMA CEP: 66.073-000
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-6754 Fax: (91)3201-6663 E-mail: cephujbb@yahoo.com.br
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