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RESUMO

A baixa estatura (BE) é uma importante causa de encaminhamento para avaliacdo na
endocrinologia pediatrica. A deficiéncia do horménio do crescimento (DGH) precisa ser
considerada quando outras causas de BE sdo excluidas, porém h& limitacbes quanto ao
estabelecimento de seu diagnostico definitivo, sendo assunto de varios debates e controvérsias.
Apesar de muito questionados, os testes de estimulo de GH ainda sdo considerados o padréo
para a confirmacdo diagndstica de DGH. O presente estudo objetivou avaliar a sensibilidade,
especificidade e acuracia dos diferentes pontos de corte de pico de GH utilizados para o
diagndstico de DGH, sob o estimulo do teste de tolerancia a insulina (TTI) e do teste da
clonidina, além de identificar o melhor nivel de pico de GH para confirmar o diagnostico por
meio da abordagem da curva ROC (Receiver Operating Characteristics). Para este fim, foi
realizado um estudo retrospectivo e de carater observacional, a partir da coleta de dados clinicos
e laboratoriais de 62 pacientes do servi¢co de endocrinologia do Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto (HUJBB). O padrdo-ouro considerado para analise de desempenho dos pontos
de corte em ambos os testes de estimulo de GH foi a resposta terapéutica. Assim, 26 pacientes
que obtiveram acréscimo de altura de pelo menos 0,3 desvio-padrdo ao final de um ano de
tratamento com o GH recombinante humano (rhGH) foram classificados como DGH. Os
pacientes que ndo obtiveram esse ganho foram classificados como ndo-DGH. Ambos os grupos
partiram de estaturas médias semelhantes (p = 0,8155) e obtiverem ganho de estatura ao final
do acompanhamento, porém esse ganho foi maior no grupo DGH em comparacédo ao nao-DGH
(20,5+ 14,8 cmvs. 9,2 £ 6,7 cm, respectivamente; p = 0,0064). O grupo DGH apresentou pico
mediano de GH significativamente menor em relacdo ao grupo ndo-DGH em ambos 0s testes
(p < 0,0001). Foram definidas sensibilidade, especificidade e acuracia dos pontos de corte 3, 5,
7 e 10 ng/mL no TTI e no teste da clonidina, ndo sendo observada superioridade de um teste
sobre o outro. Adicionalmente, foram encontrados os pontos de corte 7,92 ng/mL e 6,78 ng/mL
para 0 TTI e teste da clonidina, respectivamente, a partir da constru¢do da curva ROC,
representando os niveis de pico de GH mais sensiveis e especificos para o diagnostico de DGH.
Concluimos que os pontos de corte encontrados neste estudo poderdo representar uma
ferramenta emergente na selecdo de pacientes que provavelmente se beneficiariam do
tratamento com rhGH, sendo eles DGH por uma causa conhecida ou mesmo DGHI.

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

crescimento; Teste de estimulo do GH.



ABSTRACT

Short stature (SS) is an important referral cause for evaluation in pediatric endocrinology.
Growth hormone deficiency (GHD) needs to be considered when other causes of BE are
excluded, but there are limitations in establishing its definitive diagnosis, being the subject of
several debates and controversies. Although highly questioned, GH stimulation tests are still
considered the standard for the diagnostic confirmation of GHD. The present study aimed to
evaluate the sensitivity, specificity and accuracy of the different GH peak cut-off points for
diagnosis of GHD, in response to stimulus by insulin tolerance test (ITT) and clonidine test, in
addition to identifying the best GH peak level to confirm diagnosis using a Receiver Operating
Characteristics (ROC) curve analysis. For this purpose, a retrospective and observational study
was carried out. Clinical and laboratory data from 62 patients at the endocrinology department
of the Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB) were collected. The gold
standard considered for performance analysis of cut-off points in both GH stimulation tests was
the therapeutic response. Thus, 26 patients who achieved a height increase of at least 0,3
standard-deviation at the end of one year of treatment with recombinant human GH (rhGH)
were classified as GHD. The remaining patients who did not obtain this gain formed the group
called non-GHD. Both groups had similar mean height (p = 0,8155) and gained height at the
end of follow-up, but this gain was higher in the GHD group compared to the non-GHG group
(20,5 £ 14,8 cm vs. 9,2 + 6,7 cm, respectively, p = 0,0064). GHD group had a significantly
lower meddle GH peak than the non-GHG group in both tests (p <0,0001). Sensitivity,
specificity and accuracy of cut-off points 3, 5, 7 and 10 ng/mL were defined in the TTI and in
the clonidine test, and there was no superiority of one test over the other. In addition, the cut-
off points found were 7,92 ng/mL and 6,78 ng/mL in the TTI and clonidine test, respectively,
based on the construction of the ROC curve, representing the most sensitive and specific GH
peak levels for the diagnosis of GHD. We conclude that the cut-off points found in this study
may represent an emerging tool in the selection of patients who would probably benefit from
treatment with rhGH, both in cases of GHD for a known cause and in cases of IGHD.

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). A baixa estatura (BE) é uma
gueixa comum e uma importante causa de encaminhamento para avaliacdo na endocrinologia
pediatrica (GIOVENALE et al., 2006). A deficiéncia do horménio do crescimento (DGH)
precisa ser considerada quando outras causas de BE sdo excluidas (GUO; CHEN, 2013). A
ocorréncia de DGH tem uma frequéncia variavel entre 1:3000 e 1:4000 nascidos vivos (DE
GRAAFF et al., 2009; LINDSAY et al., 1994). Desde que o hormdnio do crescimento (GH) da
glandula hipéfise de humanos se tornou disponivel em 1960, o diagnéstico de DGH tem sido
assunto de varios debates e controvérsias, havendo ainda limitagdes quanto ao estabelecimento
de seu diagnostico definitivo. Assim, o debate continua no sentido de buscar meios para o
diagnostico correto, haja vista as implicagdes de longo prazo para o diagnéstico de DGH e do
alto custo da terapia com o GH recombinante humano (rhGH) (SHALET et al., 1998;
SIZONENKO et al., 2001).

1.1 Crescimento normal e causas de baixa estatura

O processo de crescimento depende de fatores genéticos e ambientais que se combinam
para determinar a altura do individuo. Muitos genes foram identificados nas Ultimas décadas e
sdo essenciais para o desenvolvimento normal e adequado funcionamento da hipofise.
MutacBes desses genes mostram-se responsaveis por crescimento anormal e BE. O controle
fisioldgico do crescimento é uma valiosa oportunidade de se observar as influéncias hormonais
e também outros fatores que afetam o crescimento, como desnutricdo e doencas crbnicas
(HOINEFF; COLLETT-SOLBERG, 2007). Todas essas influéncias agem sobre uma base
potencial genética de crescimento, sendo que a contribuicdo da hereditariedade é estimada em
80% (BENONISDOTTIR et al., 2016).

O principal fator de crescimento tanto no periodo pré-natal como no pés-natal é o IGF-
1 (IGF: fator de crescimento semelhante a insulina), que age na epifise do crescimento. Ele é
produzido no figado e liberado na circulagdo e também produzido diretamente na epifise 0ssea.
No periodo pés-natal, essa producdo depende do GH e a acdo pode ser modificada pelas
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proteinas carreadoras de IGF-1 (IGFBP: proteina ligadora de fatores de crescimento
semelhantes a insulina). O GH, cuja producdo ocorre na hipéfise, também tem acgéo direta na
placa de crescimento. Enquanto o IGF-1 estimula a expansao e a hipertrofia, 0 GH estimula a
diferenciacéo celular (NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND CARE EXCELLENCE,
2010; HOINEFF; COLLETT-SOLBERG, 2007).

Por definicdo, crescimento normal abrande os 95% do intervalo de confianga (IC) para
uma populacéo especifica. Quanto mais abaixo de -2 desvios-padrédo (DP) o crescimento de um
individuo cair (percentil 2,5), maior a probabilidade de existir uma condi¢éo patoldgica que o
impedira de atingir sua altura potencial determinada geneticamente. Por outro lado, o fato de
uma crianga estar, por exemplo, no percentil 25 do gréfico de crescimento, ndo indica
necessariamente que ela esteja normal, uma vez que seu potencial familiar pode corresponder
a um percentil maior e sua velocidade de crescimento (VC) pode estar comprometida. Retardo
no crescimento se refere a uma deflexdo para baixo da VC, com a curva de crescimento
resultante cruzando as linhas de percentis (HAYMOND et al., 2013; MAURAS, 2009).

Apesar de ser multifatorial, o crescimento de uma crianca usualmente ocorre de maneira
previsivel. O crescimento normal €, em média, de 25 cm no primeiro ano de vida; 12 cm no
segundo; e 8 cm no terceiro. Na inféncia, entre 3 e 12 anos de idade, ou até o inicio da
puberdade, o crescimento estatural ¢, em média, de 5 a 6 cm por ano. J& no estirdo puberal, que
dura aproximadamente 2 anos, apresenta velocidade de crescimento média de 8 cm/ano e 10
cm/ano para meninas € meninos, respectivamente (TONAKA et al., 2002).

Criancas com queixa de BE devem ser seguidas criteriosamente e os dados de peso e
altura obtidos em cada consulta devem ser registrados em graficos de crescimento. Com o
monitoramento da BE, muitas criancas sdo consideradas como variantes da normalidade. Essas
criancas ndo apresentam doenca subjacente ou questfes psicoldgicas causando a BE. Algumas
dessas criancas tém atraso constitucional do crescimento e puberdade (ACCP), cuja taxa de
crescimento é normal, mas a idade 6ssea é atrasada em relacdo a cronoldgica (SPADONI;
CIANFARANI, 2010). Muitas delas tém historico familiar de padrdo de crescimento
semelhante e, embora muitos possam eventualmente atingir uma altura adulta normal, outros
permanecem baixos quando adultos (POYRAZOGLU et al., 2005). Adicionalmente, se os pais
também sdo baixos, a crian¢a pode ser considerada como tendo baixa estatura genética ou
familiar (BEF), sendo essa a principal causa de BE, e cujas VC, desenvolvimento puberal e
maturagdo 0ssea sao compativeis com a idade cronoldgica. Caso essas variantes da normalidade
(ACCP e BEF) sejam consideradas improvaveis, € importante ampliar a investigacdo para

identificar e tratar uma condi¢do medica que pode ser potencialmente grave e cujo manifestacao
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inicial foi o atraso no crescimento (HAYMOND et al., 2013). A Figura 1 ilustra a curva de

crescimento de um paciente com ACCP e BEF.
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Fonte: HAYMOND et al., 2013.
Figura 1 — Exemplo de curva de crescimento de um paciente com ACCP (A) e outro com BEF (B).

Existem inimeras condi¢Ges que podem levar a reducdo na VC e/ou BE. A Sociedade
Europeia de Endocrinologia Pediatrica, do inglés European Society for Paediatric
Endocrinology (ESPE), classifica as principais causas de BE em trés grupos: i, desordens
primarias do crescimento; ii, desordens secundarias do crescimento; e iii, baixa estatura
idiopética (BEI), ou seja, quando ndo se consegue identificar uma causa (WIT; RANKE;
KELNAR, 2007). A BEI € uma condicdo heterogénea cujo conceito classico ndo abrange a BEF
e 0 ACCP. Entre as causas de BEI, estdo incluidas a deficiéncia parcial do GH, formas parciais
de insensibilidade ao GH e outras doengas ainda ndo conhecidas (BLAIR et al., 2004; COHEN
et al., 2008; WIT et al., 2008). As desordens primarias e secundarias do crescimento estdo

resumidas no Quadro 1.

Quadro 1 — Causas de baixa estatura.

Causas de baixa estatura

Desordens primarias do crescimento
Sindromes clinicamente definidas:
Sindrome de Down, Turner, Noonan, Prader-Willi, Silver-Russell
Pequeno para idade gestacional (P1G) com falha na recuperacgao do crescimento
Displasia éssea congénita, por exemplo, acondroplasia e hipocondroplasia
Desordens secundarias do crescimento
Causas endocrinas:
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DGH congénita ou adquirida (lesGes na regido hipotalamica-hipofisaria como craniofaringioma

ou trauma na cabeca)

Deficiéncia hipofisaria maltipla

Sindrome de Cushing

Hipotireoidismo

Consequéncia de puberdade precoce

Outras desordens do eixo GH-1GF-1:

Deficiéncia de IGF-1

Deficiéncia de ALS (subunidade priméria de acido-labil)

Resisténcia ao IGF-1

Desordens metabdlicas

Diabetes descompensado

Desordens do metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas, por exemplo, insuficiéncia renal
cronica

Desordens organicas, por exemplo, cardiaca, pulmonar (fibrose cistica), hepética, intestinal
(doenca celiaca), renal, anemia crénica, artrite juvenil

Condigdes psicossociais como priva¢do emacional, anorexia nervosa

Tratamento de malignidade na infancia, por exemplo, quimioterapia e radioterapia

Fonte: HAYMOND et al., 2013.

1.2 Deficiéncia do hormonio do crescimento

DGH ocorre quando a hip6fise ndo produz quantidade suficiente de GH, sendo esta
desordem a principal causa enddcrina de baixa estatura (NATIONAL INSTITUTE FOR
HEALTH AND CARE EXCELLENCE, 2010). A DGH pode ser de origem congénita
(mutacdes genéticas, defeitos de linha média e de estruturas cerebrais) ou adquirida (tumores
selares e perisselares, sindrome de Sheehan, hipofisites, trauma cerebral, irradiacdo do sistema
nervoso central, entre outras), familiar ou esporadica, com defeito genético reconhecido ou
ligado a uma disfuncdo neuroenddcrina na secrecdo de GH, podendo essa disfuncdo se
apresentar como um problema isolado ou em combinacdo com multiplas deficiéncias
hormonais hipofisarias (GROWTH HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000; GUO; CHEN,
2013; SIZONENKO et al., 2001). Os casos de DGH sem causa aparente, ou seja, cuja etiologia
ainda ndo estd bem estabelecida, definida somente em bases laboratoriais, s&o chamados de
DGH idiopatica (DGHI) (GUO; CHEN, 2013; SIZONENKO et al., 2001), correspondendo a
aproximadamente 30% dos casos de DGH (NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND
CARE EXCELLENCE, 2010).

O diagnostico de DGH na infancia requer avaliacdo clinica e auxolégica abrangente,
combinada com testes bioquimicos do eixo GH-IGF e avaliagdo radiolégica (GROWTH
HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000). Toda essa avaliacdo deve ser iniciada apds a
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exclusdo de outras potenciais causas de crescimento deficiente, como hipotireoidismo,
desnutricdo, doencas sistémicas cronicas, Sindrome de Turner, distlrbios esqueléticos, etc
(GROWTH HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000; REITER; ROSENFELD, 2003).

Dados da historia e do exame fisico que podem indicar a presenca de DGH sdo: (1) no
recém-nascido — hipoglicemia, ictericia prolongada, micropénis ou parto traumatico; (2)
condigOes predisponentes — irradiagdo craniana, traumatismo craniano ou infec¢ao do sistema
nervoso central; (3) consanguinidade e/ou um membro com DGH na familia; (4) anormalidades
craniofaciais de linha média, incisivo central Unico, nistagmo congénito, adiposidade central
etc. Outros dados indicativos sdo taxa de crescimento subnormal, declinio progressivo no
percentil da altura e atraso na idade 6ssea (GROWTH HORMONE RESEARCH SOCIETY,
2000; REITER; ROSENFELD, 2003; ROSENFELD et al., 1995). As recomendacdes do ultimo
consenso da Sociedade de Pesquisa do Hormonio do Crescimento, do inglés Growth Hormone
Research Society (GHRS) (GROWTH HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000), para se
iniciar investigacdo imediata de DGH estéo resumidas no Quadro 2.

Quadro 2 — Critérios para investigacdo de DGH.

Critérios para investigacdo de DGH

1. BE grave, definida como altura > 3 DP abaixo da média

2. Altura > 2 DP abaixo da média da altura dos pais

3. Altura > 2 DP abaixo da média e VC > 1 DP abaixo da média para idade cronolégica, durante
1 ano. Decréscimo no DP da altura de mais de 0,5 durante 1 ano, em criangas cuja idade seja > 2 anos

4. Na auséncia de BE, VC > 2 DP abaixo da média durante 1 ano ou > 1,5 DP por 2 anos

5. Evidéncias de lesdo intracraniana

6. Sinais de deficiéncia multipla de hormdnios hipofiséarios

7. Sintomas neonatais de DGH

Fonte: AHMAD; BORCHERT; GEFFNER, 2008.

1.3 Diagnostico de rastreio e confirmatério de DGH

Por definicdo, o teste diagndstico a ser utilizado no rastreamento da DGH deve ser
sensivel, ou seja, deve oferecer a possibilidade de incluir todos os verdadeiros portadores do
distdrbio em uma populacéo avaliada. Além da alta sensibilidade, deve ser de facil aplicagéo,
baixo custo e pouco invasivo. Usualmente, os testes de triagem sdo indicados para doencas
graves que apresentam fase pré-clinica e cujo diagndstico, nesta fase, oferece relagdo custo-
beneficio favoravel. O diagnostico da DGH em pacientes com BE preenche, sem davida, estes
critérios para utilizagéo de testes de triagem (DE PAULA; CZEPIELEWSKI, 2008).
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Com a demonstracdo de que uma parte importante das agdes do GH se faz a partir da
producdo enddcrina, paracrina e autocrina de fatores de crescimento (IGF-1 e IGF-2) e da
importancia de suas proteinas ligadoras circulantes (IGFBPSs), a mensuracgéo destas passou a ser
proposta como ferramenta para triagem diagnostica da DGH (SIZONENKO et al., 2001).

Depois de serem realizados testes de rastreamento, faz-se necessario utilizar testes que
confirmem com seguranca o diagnéstico da DGH. Nesta situacéo, é preciso empregar testes
diagnosticos especificos. Quanto maior a especificidade de um teste, maior é a chance de que
pessoas sem a doenca sejam excluidas pelo teste. Estes aspectos sdo muito importantes, uma
vez que a DGH envolve tratamento por tempo prolongado, com custo elevado e necessita de
controles médicos periddicos. Dessa forma, se em um momento de triagem s&o necessarios 0s
testes sensiveis, para a confirmacéo diagndstica da DGH se impde 0 emprego de testes e pontos
de corte especificos (DE PAULA; CZEPIELEWSKI, 2008).

Como vimos, a avaliacdo clinica e auxoldgica dos pacientes com BE é essencial e uma
taxa de crescimento subnormal é um forte indicador de uma possivel DGH. Em 2008, um
consenso sobre 0 manejo de pacientes com BEI recomendou uma série de exames laboratoriais
de triagem para serem aplicados na investigacdo de criancas com BE (COHEN et al., 2008).
Uma abordagem semelhante também foi defendida por outros grupos (SAVAGE; BURREN;
ROSENFELD, 2010; OOSTDIK et al., 2009). Al Herbish et al. (2016), em um artigo de
revisdo, apresentaram de forma objetiva as recomendacfes para a avaliacdo clinica e
laboratorial de criancas com BE referenciadas para um nivel de atencdo secundéria. Estas
recomendacdes estdo listadas no Quadro 3. No que tange a questdo da avaliacdo do eixo GH-
IGF-1 propriamente dita, Al Herbish et al. (2014) ndo chegaram a um consenso sobre o melhor
procedimento para avaliar a integridade funcional do eixo GH-IGF-1 em seu estudo. Dois anos
mais tarde, Al Herbish et al. (2016) ratificaram que a avaliacdo do eixo compreende
essencialmente as medicdes de linha de base do IGF-1 e IGFBP-3, em primeiro lugar, e, em
segundo lugar, os testes de estimulacdo de GH.

Assim, apds avaliacdo clinica e laboratorial inicial da crianga com BE para excluir
doencas sistémicas e/ou genéticas, recomenda-se a dosagem IGF-1 basal. Considerando o IGF-
1 dentro da proposta do rastreamento, recomenda-se a utilizacdo de reducdo de —1 DP,
comparado com a media para a idade do paciente, como indicativa de DGH. Caso a crianga ndo
apresente outra causa para reducdo do IGF-1 (doenca crdnica, desnutri¢cdo) e apresentar valor
de IGF-1 abaixo de —1 DP para a idade, ela devera ser submetida ao teste de estimulo da
secrecdo do GH para a potencial confirmacdo do diagndstico. Mesmo criangas com IGF-1

abaixo de —1 DP e um teste de estimulo néo responsivo na presenca de fatores de risco, como



20

irradiacdo prévia de sistema nervoso central (SNC), quimioterapia, tumor ou outra doenca
hipotdlamo-hipofisaria, alteracdo de exame de imagem da regido hipotalamo-hipofisaria ou
deficiéncia de outros horménios hipofisarios, também devem ser diagnosticadas como
deficientes de GH. Criancas com IGF-1 maior do que —1 DP dificilmente serdo deficientes,
porém devem ser acompanhadas para avaliar sua VC, que, se muito baixa, pode indicar a
necessidade de reavaliacdo do eixo GH/IGF-1 (DE PAULA; CZEPIELEWSKI, 2008).

Quadro 3 - Avaliacao clinica e investigacédo laboratorial recomendadas em criancas com baixa estatura
referenciadas para atencdo secundaria.

Avaliagdo clinica

Historia: historico familiar, inquérito sobre consanguinidade, altura dos pais, peso ao
nascer, tempo de gestacdo, inquérito sistematico para sintomas cronicos

Medicéo precisa da altura usando o estadiometro de parede, peso, IMC, tracado da
altura no gréfico de crescimento comparado com percentis parental de altura

Exame fisico completo dos sistemas

Exame para caracteristicas dismorficas
Investigagéo laboratorial

Hemograma completo

Funcéo renal

Funcdo hepética

Calcio

Fosforo

Fosfatase alcalina

Idade Ossea

Raios X esqueléticos (quando a desproporcdo corporal esta presente)

Transglutaminase tissular

IgA

IGF-1

TSH, T4 livre

Caridtipo ou FSH (apenas em meninas < 2 anos e > 9 anos se cariotipo ndo disponivel)

Fonte: AL HERBISH et al., 2016.

O diagndstico por imagem da regido hipotalamo-hipofisaria esta sempre indicado no
momento em que se demonstra a DGH, seja isolada ou associada a outras deficiéncias
hormonais hipofisérias. Este diagnostico podera demonstrar alteracBes que exijam manejo
especifico, como lesdes tumorais, inflamatdrias ou congénitas, entre as quais se destacam o
craniofaringioma e a hidrocefalia congénita. Com a descoberta de diversos genes relacionados
a morfogénese hipofisaria, a identificacdo de suas mutacdes vem sendo associada a diversas

alteracbes da regido hipotalamo-hipofiséria e outras regides do SNC. A caracterizacdo
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anatdmica destas alteracfes também é indicacdo de investigacao por imagem (OSORIO et al.,
2002).

Com estes objetivos deve-se preferir a ressonancia magnética (RM) de alta resolucdo,
com cortes de até 3 mm de espessura, nos planos coronal e sagital, com o uso de gadolineo e,
se necessario, com a crianga sedada, obtendo-se sequéncias em T1 e T2. Os pacientes com DGH
podem apresentar os seguintes achados na RM: hipofise normal, hipdfise hipoplésica ou
pequena (< 3 mm de altura), sela vazia, hipoplasia hipofisaria associada a neuro-hipéfise
ectdpica e agenesia parcial ou completa da haste hipofisaria (DE PAULA; CZEPIELEWSKI,
2008).

A identificacdo de uma mutacdo genética é particularmente Util para apoiar o
diagnostico em casos de DGH isolada com uma RM de hipo6fise normal. Mutagcfes nos genes
GH1, GHRHR e RNPC3 foram identificadas em pacientes com DGH isolado, mas existem
muitos outros genes associados & DGH combinada com outras deficiéncias hipofisérias
(POULF1, PROP1, LHX3, LHX4, HESX1, OTX2, SOX2, SOX3, GLI2, GLI3, FGFR1, FGF8
e PROKR?2), apresentando caracteristicas clinicas e radiologicas diferenciadas. Com o aumento
da disponibilidade clinica de tecnologias genéticas é provavel gue haja o crescimento do
rastreio de mutagdes para fornecer confirmagdo do diagnéstico de DGH (MURRAY et al.,
2016).

1.4 Testes de estimulo do hormdnio do crescimento

Definir falha de crescimento significa dizer que ha uma velocidade de crescimento
anormalmente baixa, enquanto que a defini¢do de secrecdo inadequada de GH deve se basear
em evidéncias mais complexas. Muitos casos de DGH ndo sdo acompanhados por outras
deficiéncias hormonais hipofisarias ou desordem hipotalamo-hipofisaria conhecida (DGHI) e
devem ser diagnosticados medindo os niveis de GH (GRIMBERG et al., 2016).

A partir do isolamento do GH e da possibilidade de sua mensuragdo por
radioimunoensaio, sua dosagem passou a fazer parte da rotina de avaliacdo de pacientes BE.
Nesta situacdo, identificou-se rapidamente que a dosagem basal ndo era util para o diagndstico
de sua deficiéncia, em virtude da secrec¢do pulsatil e predominantemente noturna do GH. Assim,
foram sendo propostos testes de estimulo tanto fisiologicos [hipoglicemia insulinica, exercicio,
GHRH (Hormdnio Liberador do Hormonio do Crescimento), ritmo de secrecdo de 24 horas]

quanto farmacologicos (clonidina, levodopa, arginina, propranolol, glucagon, piridostigmina e
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outros), sugerindo-se niveis de GH a serem atingidos (picos) em individuos normais em cada
um deles (ROSENFELD et al., 1995).

Os testes atualmente recomendados incluem aqueles cujo estimulo é realizado com
arginina, clonidina, glucagon, insulina e levodopa. Em criancas menores de 2 anos, o teste do
glucagon é preferido pelo perfil de possiveis efeitos colaterais (CHANOINE et al., 1995).

O teste da hipoglicemia insulinica ou teste de tolerancia a insulina (TTI) se baseia na
resposta hipofisaria a hipoglicemia. A hipoglicemia suprime a secre¢do de somatostatina e
estimula receptores a-adrenérgicos. O teste da clonidina, um agonista o-adrenérgico, age
provavelmente estimulando a liberagio de GHRH. E considerado por muitos autores como mais
sensivel que o da hipoglicemia insulinica. O glucagon estimula a secrecdo de GH pela
hipoglicemia rebote que se segue ao estado de hiperglicemia inicial (GUO; CHEN, 2013;
SEICK; BOGUSZEWSKI, 2003). No Brasil, a portaria n°® 110 do Ministério da Saude, de 10
de marco de 2010, contempla o “Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para
Hipopituitarismo”, documento que regulamenta o uso terapéutico do thGH nas criancas e
adultos. Conforme a portaria, o diagnéstico de DGH em criancgas e adolescentes requer dois
testes de estimulo (insulina, clonidina, levodopa ou glucagon), com valor de pico de GH <5
ng/mL, dosados por método de quimioluminescéncia ou imunofluorometria com anticorpos
monoclonais (BRASIL, 2010).

O consenso da GHRS recomenda dois testes de estimulo do GH para confirmar o
diagnostico de DGH (GROWTH HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000), entretanto,
muitos especialistas defendem que um Unico teste combinado com IGF-1 basal e interpretados
em conjunto com a avaliacdo clinica e auxologica, fornecem dados suficientes para excluir ou
confirmar a DGH (AL HERBISH et al., 2016).

Devido a secrecdo de GH ser regulada por maltiplos fatores fisioldgicos, incluindo
idade, inicio da puberdade, estado nutricional e peso corporal, a confiabilidade dos testes de
estimulos utilizados para a avaliacdo da secrecdo de GH tem sido repetidamente questionada
(ALBERTSSON-WIKLAND et al., 1994; MAZZOLA et al., 2008). No entanto, esses testes
ainda sdo considerados importantes na confirmagdo diagnostica de DGH (GROWTH
HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000; SONG et al., 2005; ZADIK et al., 1990),
especialmente nos casos de DGHI, devendo o resultado do pico de GH pds-estimulo ser
interpretado em conjunto com os achados clinicos e auxologicos (GRIMBERG et al., 2016).
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1.4.1 PONTOS DE CORTE NOS TESTES DE ESTIMULO

A escolha de um valor de corte que determine quando termina o normal e quando
comeca a deficiéncia costuma ser arbitraria e pode induzir ao erro. Quando a DGH é grave, o
diagndstico fica evidente tanto pela clinica quanto pela auséncia de resposta do GH durante 0s
testes de estimulo. Nesses casos mais graves, quando hé alteracao hipotalamica-hipofisaria (ma-
formacéo, tumor, irradiacao) e deficiéncia de pelo menos mais um hormdnio hipofisario, ambas
condicBes associadas aos critérios auxoldgicos, os testes de estimulo sdo dispensaveis,
conforme sugere o recente consenso da Sociedade de Endocrinologia Pediatrica (GRIMBERG
et al., 2016). Entretanto, nos quadros menos intensos (referidos por muitos autores como DGH
parcial) e considerados DGHI, além dos achados clinicos serem menos evidentes, ha
sobreposicao dos niveis de GH entre o normal e o anormal (BOGUSZEWSKI, 2001). Por
exemplo, foi observado que mesmo criangcas sem BE e com crescimento normal podem
apresentar respostas menores que 10 ng/mL em testes de estimulo (CAREL et al., 1997, 1998).

Na literatura, historicamente os valores de corte gradualmente aumentaram de 5 ng/mL
(KAPLAN et al., 1968) para 7 ng/mL (FRASIER, 1974) e, por altimo, 10 ng/mL (DRAKE et
al., 2001; GROWTH HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000; GUIDELINES FOR THE
USE OF GROWTH HORMONE IN CHILDREN WITH SHORT STATURE, 1995) em testes
usando anticorpos policlonais. Em parte, este aumento ocorreu devido a sobreposicdo dos
valores de GH entre as criancas consideradas deficientes e aquelas com crescimento normal.
Além disso, a mudanca do tratamento anteriormente feito com GH proveniente de hipofises de
cadaveres para tratamento com GH sintético permitiu que se tratassem casos com menor grau
de deficiéncia de GH, mas que também cursam com baixa estatura, aumentando o valor de corte
(SEICK; BOGUSZEWSKI, 2003).

Por outro lado, com o surgimento de metodologias mais sensiveis e especificas, foi se
tornando possivel dosagens cada vez menores de GH e de suas respectivas formas moleculares.
Estes avangos levaram & proposi¢do, como normais, de picos cada vez menores de GH e a
necessidade também de estabelecimento de padrdes de referéncia a partir de moléculas
sintéticas do hormonio, com peso e estrutura molecular bem definidos, especialmente a forma
com 22 kDa (CLEMMONS, 2011). Mesmo com essa tendéncia, ainda ndo ha dado consistente
na literatura que apoie definitivamente o uso de qualquer um dos pontos de corte mencionados
em detrimento dos demais. O tradicional ponto de corte de 10 ng/mL se manteve como 0 mais

referido nos artigos de revisdo até aproximadamente o ano de 2010 (SAVAGE; BURREN;
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ROSENFELD, 2010). O estudo de Wagner et al. (2014) trouxe a proposi¢do do ponto de corte
de 7 ng/mL, valor atualmente mais usado no Reino Unido. Entretanto, no consenso mais atual
(GRIMBERG et al., 2016), ndo ha a recomendacao formal de qual seria 0 melhor valor de corte,
sob a justificativa da necessidade de haver estudos controlados baseados na estatura final do
paciente na idade adulta. Este mesmo consenso faz criticas a especificidade do ponto de corte

de 10 ng/mL e sugere que esse valor deva ser menor.

1.5 Resposta terapéutica

Para avaliar qualquer teste, € necessario usar o padrdo-ouro como parametro. No caso
da DGH, isso se mostra dificil de definir (TILLMANN et al., 1997). Entretanto, alguns autores
tém sugerido que uma boa resposta terapéutica seja uma referéncia segura de que a deficiéncia
hormonal provavelmente exista (BAKKER et al., 2008; RANKE, 2013).

E sélida a informacdo de que a determinacdo da resposta terapéutica com rhGH é o
parametro mais importante na monitorizacdo da crianca com DGH. O aumento da altura e a
alteracdo na VC sdo Uteis na pratica clinica para avaliar essa resposta (GROWTH HORMONE
RESEARCH SOCIETY, 2000). Experiéncias clinicas mostram que existe uma variabilidade
consideravel na resposta a terapia com rhGH em criancas com BE, usando o esquema de
dosagem padrdo baseado no peso (0,1 Ul/kg/dia) (BLETHEN et al., 1997; CAREL etal., 2002).
Pacientes com DGH grave tém maior sensibilidade e responsividade a terapia com rhGH do
que pacientes com deficiéncia leve ou parcial. Esta variacdo na responsividade é demonstrada
na pratica clinica, uma vez que individuos severamente deficientes em GH (pico GH < 3 ng/mL)
tém respostas de crescimento superior em comparagdo com casos mais leves (pico de GH entre
3e10ng/mL) (BANG et al., 2011). Observa-se com essa informag&o que os valores dos picos
de GH nos testes de estimulo podem representar um fator de predicdo da resposta terapéutica
(AL HERBISH et al., 2016). A Figura 2 mostra a variagdo na resposta terapéutica ao rhGH em

diferentes desordens do crescimento.
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Resisténcia ao GH

Secregdo de GH

Responsividade ao rhGH

Fonte: Adaptado de AL HERBISH et al., 2016.

Figura 2- Variacdo na resposta terapéutica ao rhGH em diferentes desordens do crescimento comparada
com DGH grave.

Assim, reconhecer a resposta inadequada ao tratamento € de extrema importancia, pois
demanda ag&o imediata, tanto no sentido de modificar o tratamento quanto de revisar o
diagnostico de DGH. Infelizmente, ndo existe nenhum consenso internacional que defina de
forma clara e precisa o que de fato seria uma resposta inadequada ao final do primeiro ano de
tratamento com rhGH. Bakker et al. (2008) sugerem que o paciente com DGH com VC do
primeiro ano de tratamento menor que -1 DP devera ser taxado como respondedor ruim. De
modo semelhante, Ranke et al. (2010) concluiram que uma baixa resposta ao tratamento
também equivale a um ganho de altura < 0,4 DP em pacientes com DGH severa e ganho < 0,3
DP em pacientes com DGH parcial. O mesmo foi observado por Cohen et al. (2008),
ratificando que o ganho de altura < 0,3 a 0,5 DP define uma resposta terapéutica inadequada.

A DGH propriamente dita deixou de ser a razdo maior da indicagéo do tratamento, vide
as indicacOes de tratamento j& aprovadas na Sindrome de Turner, Prader-Willi, Noonan, na
restricdo do crescimento associada a insuficiéncia renal crbnica e em criangas que nasceram
pequenas para idade gestacional (PIG) e que ndo apresentaram recuperacdo do crescimento até
0s 4 anos de idade. Assim, a indicagdo em muitos centros passou a ser a BE e 0s problemas
dela advindos. Entretanto, consideracGes sobre efeitos colaterais ainda ndo conhecidos, o alto
custo da medicagdo e consideraces filoséficas restringem a indicagdo do tratamento aos mais
deficientes. Dentro deste painel, os testes de estimulo, apesar das suas limita¢fes, continuam

sendo usados como critério decisivo para a indicacdo do tratamento com rhGH sintético. A
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defini¢do do valor de corte, na maioria das vezes, reflete a filosofia dos médicos responsaveis
pelo tratamento, n&o existindo um consenso nacional ou internacional sobre o assunto (SEICK;
BOGUSZEWSKI, 2003).

Apesar das conhecidas limitagbes e questionamentos quanto ao uso dos testes de
estimulo de GH como determinante final de uma decisdo clinica, e também da falta de definicao
de qual ponto de corte seria mais acurado, esses testes ainda representam uma ferramenta
importante no diagnostico de BE, na medida em que fornecem um dado pujante e que deve ser
interpretado em conjunto com os achados clinicos, auxolégicos, radioldgicos e bioguimicos
(GROWTH HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000; SEICK; BOGUSZEWSKI, 2003).
Ainda, considerando que a resposta no primeiro ano de tratamento se correlaciona com o
beneficio do mesmo em longo prazo (RANKE, 2013) e que o nivel de pico de GH nos testes de
estimulo possivelmente possuem um valor preditivo da resposta terapéutica (AL HERBISH et
al., 2016; WIT et al., 2013), estabelecer um ponto de corte mais acurado seria de grande
relevancia, ndo sé para a confirmacao do diagnostico de DGH cléssica, mas também na selecdo
de pacientes com deficiéncia menos grave e que também se beneficiariam com o tratamento.

Dessa forma, reconhecendo o importante papel dos testes de estimulo de GH, o presente
estudo objetivou estabelecer valores de sensibilidade, especificidade e acurécia dos diferentes
pontos de corte para diagndstico de DGH usados na pratica clinica e mencionados na literatura,
tanto no teste de tolerancia a insulina quanto no da clonidina, além de identificar qual seria o
melhor valor para confirmar o diagnostico, levando-se em consideracdo a resposta terapéutica

como parametro.
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2 APLICABILIDADE CLINICA

Os testes de estimulo, apesar de estarem longe de serem ideais, permanecem como
importante ferramenta, quando associados a criteriosa avaliacdo clinica, no diagnostico de
criancas com DGH e continuam sendo o padrdo-ouro para a decisao clinica sobre tratamento
com rhGH em todo o mundo (ROSE, 2007). De fato, reduzir o risco de prescrever um
tratamento desnecessario para uma crianga com funcéo hipofisaria normal e evitar o atraso ou
0 ndo tratamento de uma criangca que poderia se beneficiar do uso do rhGH, devem ser os
principios que norteiam a decisao do especialista.

Portanto, a aplicabilidade de nosso estudo seria justamente a de trazer mais seguranca
aos médicos que lidam com esta doenca, fornecendo-lhes uma ferramenta diagnostica com
pontos de corte mais acurados, reprodutiveis e uniformes. Mais que isso, nosso estudo podera
ser o embasamento tedrico fundamental para uma possivel proposta de modificacdo do ponto
de corte utilizado pelo Ministério da Saude para liberar a medicacdo, pois a acuracia do ponto
de corte que encontramos foi baseada na selecdo de pacientes que certamente se beneficiaram
com o tratamento, independentemente se apresentavam DGH por uma causa conhecida ou
DGHI. Dessa forma, nossos resultados contribuiriam para a otimizacao dos gastos publicos com
o fornecimento do rhGH, atendendo ao principio basico do emergente conceito de

farmacoeconomia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os picos de GH nos testes de estimulo com insulina e clonidina em pacientes
com diagndstico de baixa estatura acompanhados no Servigo de Endocrinologia do Hospital

Universitario Jodo de Barros Barreto, Belém-PA.

3.2 Especificos

1- Definir pontos de corte do pico de GH mais sensiveis, especificos e acurados no
diagnostico de DGH, sob o estimulo do TTI e do teste da clonidina, utilizando a abordagem da
curva ROC.

2- Estimar valores de sensibilidade, especificidade e acuracia para os diferentes pontos
de corte de pico de GH usados para o diagnostico de DGH e praticados na literatura, sob o
estimulo do TTI e do teste da clonidina, comparando esses valores com os obtidos com a curva
ROC.

3- Comparar a eficacia do TTI e do teste da clonidina no diagndstico de criancas com

baixa estatura por DGH.



29

4 METODO

4.1 Desenho do estudo

Estudo retrospectivo e de carater observacional, composto por dois grupos:

e DGH: pacientes que tiveram a confirmagcdo 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 seis meses.

e N&o-DGH: pacientes que ndo preencheram o critério de confirmacéo diagndstica
de DGH ou que foram diagnosticados como BEF ou ACCP.

4.2 Populacao estudada

Criancas e adolescentes em investigacdo de BE atendidos no ambulatério de
endocrinologia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB) de fevereiro de 2003
até julho de 2016. Os pacientes que ainda estavam em acompanhamento durante 0 andamento
do estudo foram seguidos e tiveram seus registros atualizados até o término desse periodo.

Participaram desta pesquisa 62 individuos.

4.3 Critérios de inclusao

1- Pacientes de ambos os sexos em investigagdo para baixa estatura (altura < -2 DP
para idade e sexo e/ou < -1 DP para altura dos pais), em acompanhamento no servico
ambulatorial de endocrinologia no HUJBB;

2- Pacientes que tenham sido submetidos a pelo menos um teste de estimulo para GH
na investigacdo do diagndstico de baixa estatura;

3- Pacientes em estagio pré-puberal;

4- Pacientes que estavam fazendo uso de rhGH teriam que apresentar um periodo de

seguimento minimo de seis meses;
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5- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e Termo de Assentimento
(TA) (APENDICE A e B, respectivamente), esse Gltimo quando o paciente for

menor de idade, obtidos antes de qualquer procedimento do estudo.

4.4 Critérios de exclusao

1- Maiores de 18 anos e menores de 4 anos de idade;

2- Pacientes em uso de bloqueadores da puberdade;

3- Pacientes cujos responsaveis ndo estejam de acordo com o TA;

4- Pacientes com diagnostico de doencas sistémicas cronicas ou sindromes genéticas

como causas da BE.

4.5 Coleta de dados

Os dados foram coletados nos prontuarios de pacientes sob investigagdo de baixa
estatura, que foram submetidos aos testes de estimulacdo de GH (TTI e/ou Teste da Clonidina)
no laboratério do HUJBB. Os pacientes que ainda estavam em acompanhamento durante o
andamento do estudo foram seguidos e tiveram seus registros atualizados até o término desse
periodo. Adicionalmente, outras causas de baixa estatura, como hipotireoidismo, doencas
sistémicas cronicas, sindrome de Turner, osteopatias, foram descartadas.

Antes de qualquer analise dos dados do estudo, 0s responsaveis dos pacientes estavam
cientes do conteudo da pesquisa e respaldados com a assinatura do TCLE e/ou TA em duas vias
originais. Todas as duvidas dos pacientes e responsaveis foram previamente esclarecidas pelo
pesquisador responsavel, sendo que uma via do TCLE ficou com o paciente e a outra via ficou
arquivada com o pesquisador do estudo. Os pacientes que preencheram a todos os critérios de
inclusdo e ndo tiverem nenhum critério de exclusdo, tiveram seus dados incluidos no estudo.

Assim, foram incluidos no estudo pacientes que possuiam < - 2 DP de altura para idade
e sexo e/ou < -1 DP para estatura alvo e que tivessem realizado ao menos um teste de estimulo
de GH, TTI ou teste da clonidina.

Constituiram parte da analise os seguintes dados de cada paciente: altura, altura alvo,
idade cronologica, idade 6ssea, DP (desvio-padrdo) de altura, DP médio de altura, DP de altura
alvo, DP médio de altura alvo, estadiamento puberal, niveis de TSH, T4 livre, FSH, LH,
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estradiol, testosterona total, IGF-1, IGFBP-3. A altura dos pacientes foi medida por
Estadidmetro Harpender, assim como a altura de seus pais. A idade 6ssea considerada foi
baseada na analise das radiografias de méo e punho esquerdos, usando o método padréo de
Greulich & Pylel. Para o 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, IGF-1 e IGFBP-3 foram descritos
em numeros absolutos em ng/mL, o TSH em mUI/L, FSH e LH em mUI/mL e os demais em
ng/dl.

Além dos dados descritos acima, os resultados dos testes de estimulos (TTI e teste da
clonidina) também foram analisados e constituiram o foco principal da pesquisa. Os pacientes
foram submetidos a pelo menos um dos testes de estimulacdo de GH: 48 pacientes foram
submetidos ao TTI, 45 ao teste de clonidina e 29 a ambos os testes. Estes foram realizados ap6s
um jejum de no minimo 8 horas, com inicio 30 minutos ap6s 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. O ensaio laboratorial padronizado no HUJBB e utilizado para a dosagem de GH
nos testes foi a quimioluminescéncia com anticorpos monoclonais.

Foi considerado como paciente portador de DGH aquele que apresentou um acréscimo
de pelo menos 0,3 DP (indice Z) na altura ao final de um ano de tratamento com rhGH ou ganho
proporcional em um tempo minimo de seis meses (BAKKER et al., 2008; COHEN et al., 2008).
Os pacientes gque apresentavam um periodo de acompanhamento em uso de GH menor que seis
meses foram acompanhados durante o periodo de realizacdo do estudo até alcancarem seis
meses de seguimento. Os pacientes que foram diagnosticados inicialmente como DGH, mas
nédo obtiveram o ganho estatural estabelecido como corte no primeiro ano de tratamento, foram
considerados como baixa estatura por outras causas e incluidos no grupo ndo-DGH. Com base
nessa classificacdo, foram definidos os valores de sensibilidade, especificidade, valores
preditivos, razdo de verossimilhanca e acurécia dos pontos de corte 3,5, 7 e 10 ng/mL no TTI
e no teste de clonidina. Foram definidos também os valores e 0s instantes em que se observaram

0s picos maximos de GH em ambos os testes (0, 30, 60, 90 ou 120 minutos).

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

2 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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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 razao 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).

Adicionalmente, com os dados obtidos, foi possivel construir a curva ROC (Receiver
Operating Characteristics) para definir qual seria 0 melhor ponto de corte de pico de GH apds

estimulo em ambos os testes estudados.

Tabela 1 - Medidas de qualidade dos testes.

Teste de Estimulo em ponto de corte X

DGH (Padrao-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.

Calculo das medidas de qualidade

S .b.l.d d - = A =
ensibilidade ifici = Acla =

Fonte: Adaptado de GUIMARAES, 1985.

4.6 Analise estatistica

Os dados referentes as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas foram tratados
utilizando estatistica descritiva, expressos sob a forma de Média £ Desvio Padréo, Intervalo de
Confianca de 95% e/ou de frequéncias absoluta e relativa, conforme o caso, e apresentados em
tabelas e/ou graficos.

O teste t de Student para amostras independentes foi utilizado para comparagédo de
médias de variaveis com distribuicdo normal em grupos diferentes e as médias de grupos

relacionados foram comparadas pelo teste t de Student para amostras pareadas. O teste de
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Mann-Whitney foi utilizado para a comparacdo de dois grupos independentes cujas varidveis
néo apresentaram distribuicdo normal e para a comparacgéo de trés ou mais grupos relacionados
foi utilizada a Analise de Variancia de Friedman.

A sensibilidade, a especificidade e acuracia para os pontos de corte previamente
estabelecidos foram estimadas pelo Screening test (teste do Crivo). O melhor ponto de corte foi
definido através do indice de Youden (J), correspondendo ao de maior valor na equagao
[(sensibilidade + especificidade) — 1] e, adicionalmente, foi construida uma Receiver Operating
Characteristic Curve (curva ROC). O ponto de corte com maxima sensibilidade e
especificidade na curva ROC foi definido como o menor valor da equacéo [(1 - sensibilidade)?
+ (1 — especificidade)?] e a acurécia foi estimada através da &rea sob a curva ROC. Os valores
preditivos e as razBes de verossimilhanca também foram calculados a partir dos valores de
sensibilidade e especificidade.

Todos os testes foram executados com o auxilio do software BioEstat 5.4 (AYRES et
al., 2008), e resultados com p < 0,05 (bilateral) foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

O nosso grupo de estudo consistiu de 45 homens (72,6%) e 17 mulheres (27,4%), com
uma idade média de 10,9 + 2,8 anos. A estatura média observada foi de 1258 £ 145cme a
média de peso foi igual a 27,2 + 8,9 kg.

Considerando o critério de ganho de pelo menos 0,3 DP na altura ao final de um ano de
tratamento com rhGH, 26 individuos (41,9%) receberam a confirmacao diagndstica de DGH,
sendo que apenas 2 (7,7%) apresentavam alteracdo a RM. Dentre os 36 pacientes (58,1%) sem
DGH, nove (25%) fizeram uso de GH sem obter resposta efetiva com o tratamento, enquanto
que 27 (75%) foram diagnosticados como portadores de BEF ou ACCP.

A idade cronologica e a estatura mensuradas no inicio e ao final do seguimento séo
apresentadas na Tabela 3. Quando comparadas as médias de estatura do inicio e final do
seguimento nos grupos DGH e Nao-DGH se observou aumento da estatura em ambos 0s grupos
(p < 0,0001). Apesar de possuirem inicialmente estaturas médias semelhantes (p = 0,8155) e
obterem ganho de estatura ao final do acompanhamento, este foi maior no grupo DGH quando
comparado ao grupo com BE por outras causas (20,5 + 14,8 cm vs. 9,2 + 6,7 cm,
respectivamente; p = 0,0064). Em relacdo ao DP da altura, o grupo DGH apresentou menores
valores no inicio do tratamento e obteve ganho ao final do estudo. Este ganho ndo ocorreu no
grupo com BE por outras causas (ndo-DGH). A Figura 3 ilustra a comparacao da estatura inicial

e final em cada um dos grupos de estudo.

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos no estudo de acordo com o diagnéstico.

DGH Né&o-DGH
Caracteristica (n =26) (n=36) p-valor
Inicial Final Inicial Final
Idade cronoldgica? 10,2+2,7 13,0+ 2,7 11,3+28 13,7+3,0 < 0,0001%
Estatura® 126,3+ 16,5 146,8 + 18,8 125,4 £ 13,2 134,6 £ 15,1 < 0,0001%
DP estatura -2,22+1,75 -1,28+1,74 -3,03+1,24 -2,92 +1,11 <0,001"

TEstatisticamente significativo (inicial vs. final dentro de cada grupo). *Estatisticamente significativo (inicial vs.
final dentro do grupo DGH). %m anos. "em cm.
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fEstatisticamente significativo. *Teste t de Student para amostras relacionadas. ¥ Teste t de Student para amostras

independentes. N-DGH: Nao-DGH.

Figura 3 - Comparacéo da estatura de criancas e adolescentes em investigacdo para baixa estatura, de acordo

com o grupo e 0 momento de tomada das medidas.

Foram avaliadas a sensibilidade, especificidade e acuracia para 0s quatro pontos de corte
pré-estabelecidos de picos de GH no TTI e no teste da clonidina (Tabela 4). N&o foi observada

superioridade de um teste sobre o outro.

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

Picos de TTI Teste da Clonidina
GH Sensibilidade Especificidade Acurécia Sensibilidade Especificidade Acurécia
<3 ng/mL 42% 85% 68% 52% 91% 74%
<5 ng/mL 73% 78% 76% 68% 75% 72%
<7 ng/mL 89% 75% 80% 84% 66% 74%
<10 ng/mL 94% 67% 78% 89% 62% 74%

Ao avaliarmos a distribuicdo do pico mediano de GH de acordo com o grupo e o teste

(Figura 4), nota-se que este foi menor no grupo DGH tanto no teste da clonidina (0,6 vs. 5,5; p

<0,0001) quanto no TTI (2,4 vs. 2,8; p < 0,0001).
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DGH vs. Ndo-DGH: p <0,00017 (TTI); p < 0,0001 (Clonidina). TEstatisticamente significativo. DGH: deficiéncia
de hormdnio do crescimento. Ndo-DGH: baixa estatura por outras causas. GH: hormdnio do crescimento.

Figura 4 — Distribuicdo dos picos de GH nos testes de estimulo realizados por criangas e adolescentes em
investigacao para baixa estatura, de acordo com o grupo e o teste.

Dentre os pacientes com diagnostico de DGH, o pico mediano no teste da clonidina,
considerando o tempo zero (0,19 ng/mL), aumentou significativamente a partir de 60 até 120
minutos (p < 0,05), tendo sido observada diferenga também entre os tempos 30 e 90 minutos
(0,31 vs. 1,07 ng/mL). Quanto ao TTI, somente os picos apresentados nos tempos zero (0,27
ng/mL) e 60 minutos (2,07 ng/mL) foram diferentes entre si (p < 0,05) (Figura 5).

Em relacdo ao grupo N&o-DGH no teste da clonidina, o pico no tempo zero (0,30 ng/mL)
foi significativamente inferior aos picos em 60 minutos (5,50 ng/mL) e 90 minutos (4,90
ng/mL) (p < 0,05). No segundo teste, ambos os picos em 60 minutos (15,10 ng/mL) e 90
minutos (14,55 ng/mL) foram superiores aos picos nos tempos zero (0,59 ng/mL) e 30 minutos
(6,65 ng/mL) (p < 0,05) (Figura 5).
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Comparacdes significativas: DGH (clonidina, n = 12): 0 vs. 60, 0 vs. 90, 0 vs. 120 e 30 vs. 90 (p < 0,05). DGH
(TTI, n =23): 0 vs. 60 (p < 0,05). Ndo-DGH (clonidina, n = 12): 0 vs. 60, 0 vs. 90 e 30 vs. 90 (p < 0,05). Néo-
DGH (TTI, n=22): 0 vs. 60, 0 vs. 90, 0 vs. 120, 30 vs. 90 e 30 vs. 120 (p < 0,05).

Figura 5 - Picos médios de GH e tempo de pico nos testes de estimulo realizados por criancas e adolescentes
em investigacdo para baixa estatura, de acordo com o grupo e o teste.

Em nosso estudo buscamos definir o melhor ponto de corte dos picos de GH nos testes
de estimulo e para isso realizamos a analise da curva ROC. As Figuras de 6 e 7 ilustram as
curvas ROC dos pontos de corte no TTI e no teste da clonidina, respectivamente, assim como
os valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos, razbes de verossimilhanga e
acuracia. O ponto de corte que melhor representou o equilibrio entre a sensibilidade e a

especificidade no TTI foi 7,92 mg/dl, enquanto que no teste da clonidina foi 6,78 ng/mL.
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Figura 6 - Curva ROC de ponto de corte no Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) para o diagndstico de
Deficiéncia do Hormonio do Crescimento (DGH) em criancas e adolescentes em investigagdo para baixa
estatura.
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Figura 7 - Curva ROC de ponto de corte no Teste da Clonidina para o diagnéstico de Deficiéncia do
Horménio do Crescimento (DGH) em criangas e adolescentes em investigacao para baixa estatura.
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As Figuras 8 e 9 ilustram a comparacao, para ambos os testes diagnosticos, entre o
melhor ponto de corte, calculado a partir dos dados obtidos no estudo, e os pontos de corte 3
ng/mL, 5 ng/mL, 7 ng/mL e 10 ng/mL, assim como os valores sensibilidade, especificidade e
acuracia. Nota-se que a validade (acurécia) obtida a partir do calculo dos pontos de corte foi
maior em ambos os testes (TTI e clonidina), o que denota maior capacidade de determinar o
verdadeiro valor da estimativa, ou seja, o pico de GH que separa corretamente pacientes DGH
e ndo-DGH.
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Figura 8 - Curvas ROC do desempenho do Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) com diferentes pontos
de corte para o diagndstico de Deficiéncia do Horménio do Crescimento (DGH) em criancas e
adolescentes em investigacdo para baixa estatura.
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investigacéo para baixa estatura.
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6 DISCUSSAO

Nossos dados sugerem que para o TTI o melhor ponto de corte para confirmar o
diagnostico de DGH foi 7,92 ng/mL. Quando o teste de clonidina foi utilizado, o nivel de corte
6,78 ng/mL pareceu ser mais adequado. Adicionalmente, ndo foram observadas diferencas
importantes na sensibilidade, especificidade e acuracia no que se refere ao poder de estimulo
de ambos os testes.

Este € um estudo piloto que buscou demonstrar a sensibilidade, especificidade e acurécia
dos diferentes pontos de corte mencionados na literatura como sendo adequados para o
diagnostico de DGH, assunto amplamente debatido e ainda alvo de muitas controvérsias. Além
disso, e principalmente, o presente estudo buscou encontrar o ponto de corte mais adequado
para ser usado no TTI e no teste da clonidina, partindo da analise da resposta terapéutica com
rhGH, parametro este ainda pouco explorado na maioria dos estudos de referéncia.

Ainda h& muitas limitacdes no diagnéstico de DGH em criangas. Mesmo em centros
especializados, 25% das criangas com diagnéstico de DGH tratadas com rhGH tem pico de
resposta normal quando testadas no final do crescimento (TILLMAN et al., 1997). Os valores
de corte do pico do GH ao estimulo variam nesses centros e geralmente sdo escolhidos
arbitrariamente. Alguns autores defendem que em ensaios laboratoriais mais sensiveis
(Imunufluorimétrico e Quimioluminescéncia) niveis maiores que 5 ng/mL ja seriam
considerados como resposta normal aos testes de estimulo, porém a maioria dos estudos aceita
valores maiores que 7 ng/mL ou 10 ng/mL. A maior dificuldade na defini¢do do ponto de corte
ideal esta na sobreposicdo de resultados que encontramos entre os testes de criancas 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. Essa descri¢do se enquadra na definigédo de
BEI.

Muitos estudos que avaliaram a precisao dos testes consideraram apenas a concentracéo
de GH para dar o diagnostico e determinar se 0s testes eram precisos ou ndao; ndo consideraram,
portanto, o crescimento das criangas. Assim, se as concentragcdes de GH ficavam abaixo de um
nivel de corte pré-estabelecido, o teste era considerado positivo (ndo responsivo) e a crianga
deficiente de GH. Na situag¢do oposta, mesmo com BE e quadro clinico semelhante, porém com
niveis de GH acima do nivel de corte (teste responsivo), a crianca era considerada néo

deficiente. Como nesses estudos o crescimento posterior da criangca ndo é descrito, ndo ha a
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demonstracdo de que as criancas deficientes ndo cresceram e que as nao deficientes cresceram
e ficaram com altura adequada para o seu potencial genético. Fica a divida se 0s testes e 0s
pontos de corte utilizados eram realmente precisos para determinar quem iria crescer
adequadamente.

Tillman et al. (1997) concluiram que o teste de estimulo de GH com pico > 10 ng/mL
foi o critério isolado mais util para excluir o diagndstico de DGH. Em contrapartida, De Paula
e Czepielewski (2008) comentaram em seu artigo de revisdo que o ponto de corte de 10 mg/mL
produz numero extremamente elevado de falsos-positivos (46,1%) nos testes de estimulo com
clonidina, e especificidade relativamente baixa, entre 54,3% a 77,1%. Neste mesmo artigo, 0S
autores recomendam que o diagndstico deve ser firmado e o tratamento instituido quando
criancas apresentarem dois testes de estimulo com resposta inferior a 5 ng/mL, quando utilizado
ensaio quimioluminescente monoclonal para medida do GH.

A anélise do banco de dados do Kabi International Growth Study (KIGS) de 16.327
criangas com DGH demonstrou que o grupo de pacientes com resposta aos testes de estimulo
> 10 ng/mL apresentou crescimento igual ao grupo de pacientes com resposta entre 5 e 10
ng/mL. A melhor VC e o melhor ganho de altura durante todo o tratamento s6 foi maior no
grupo com pico até 5 ng/mL e nos pacientes com pan-hipopituitarismo (TAUBER, 2007). Esse
achado parece reforcar a possivel utilizacdo de critérios diagndsticos inapropriados, entre 0s
quais o do ponto de corte do pico de GH ao teste de estimulo. Observamos entdo, que o ponto
de corte de 10 ng/mL apresenta limitacdes relevantes, apesar de usualmente ser aceito e
recomendado na literatura (DRAKE et al, 2001; GROWTH HORMONE RESEARCH
SOCIETY, 2000).

Outro aspecto a ser considerado, é a existéncia de variacdo entre 0s imunoensaios
provavelmente pela presenca de uma ou mais proteinas ligantes de GH e/ou a heterogeneidade
das moléculas circulantes de GH além da diferenca 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 varia¢do, o ponto de corte para diagnostico
de DGH deve levar em consideragdo o ensaio de GH, a poténcia do estimulo e o considerado
“normal”, como dito anteriormente, ¢ arbitrario (< 3 ng/mL, < 5 ng/mL, <7 ng/mL ou < 10
ng/mL) e ndo leva em consideracdo o tipo de teste farmacologico, o ensaio utilizado, idade,
adiposidade, estadio puberal. O método para dosagem do GH e os testes de estimulo que
utilizamos em nossa pesquisa estdo de acordo com o recomendado pelo Ministério da Saude
(BRASIL, 2010). Como a secrecdo de GH também é influenciada pelo desenvolvimento

puberal, sendo o pico de GH em resposta aos testes de estimulo inferior em criangas pré-puberes
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(GROWTH HORMONE RESEARCH SOCIETY, 2000), estar num estagio pré-puberal foi um
importante critério de inclusdo em nossa pesquisa, com o objetivo de uniformizar os resultados.

Em nosso estudo, avaliamos a sensibilidade, especificidade e acuracia dos pontos de
corte mais usados para confirmacéo de DGH na literatura, tanto aplicando o teste da clonidina
como o TTI. Encontramos que, dentre estes valores arbitrarios, o0 mais acurado foi o ponto de
corte <7 ng/mL (80%) no TTI. J& no teste de clonidina, a acurécia foi semelhante em todos 0s
pontos de cortes estudados (74%), havendo superioridade do ponto de corte < 3 ng/mL se
levarmos em consideracdo sua especificidade (91%), muito superior a de todos 0s outros
valores, sendo este o principal parametro de escolha de um teste diagndstico em doencas
incomuns (GOULART; CHIARI, 2007). Entretanto, a sensibilidade do ponto de corte < 3
ng/mL ficou aquém do ideal, com risco grande de subdiagnostico. Os nossos valores de acuracia
dos diferentes pontos de corte estdo de acordo com os encontrados por Martinez et al. (2000) e
Tillman et al. (1997).

Com o objetivo de uma melhor avaliacdo de desempenho dos testes de estimulo de GH,
fizemos uso da analise ROC, dtil para validar testes diagndsticos e determinar pontos de cortes
mais acurados. Essa analise supde a existéncia de um indicador confiavel de que a doenca
realmente existe, para que possa ser usado como parametro de compara¢do. Em pesquisa
clinica, entretanto, o padrdo-ouro é muitas vezes dificil de estabelecer. Essa dificuldade é
particularmente significativa em pacientes com BE, cujo diagndstico preciso € habitualmente
baseado na associacdo de diferentes critérios (clinicos, auxoldgicos, radioldgicos e
bioquimicos), incluindo o teste de estimulo de GH. Em nosso estudo, o padrdo de referéncia
utilizado foi o acréscimo de altura final apds um ano de tratamento, tendo sido classificado
como DGH o paciente que obteve o ganho de altura de pelo menos 0,3 DP.

Chaler et al. (2006) usaram a pontuacdo de DP da VC do primeiro ano de tratamento
com rhGH como marcador biolégico para confirmar o diagnostico de DGH nos testes de
estimulo com clonidina e arginina. Esse estudo usou um limiar de 1,91 SD para classificar 0s
pacientes e encontrou o nivel de corte de 5,4 ng/mL como sendo o mais acurado. Em
contrapartida, Bryant et al. (2007) discutiram em seu artigo que a altura final tem sido
considerada o melhor indicador de eficicia do tratamento com rhGH na promogdo do
crescimento, devido a variagdo natural na VC. Com base nessas informagdes e considerando
que a maioria dos pacientes do nosso estudo ndo apresentavam alteraces fenotipicas e de
imagem, optamos por usar 0 DP do ganho de altura apds um ano de tratamento em detrimento

do DP da VC, diferentemente do proposto por Chaler et al. (2006) em sua pesquisa.



44

Ainda ndo h& na literatura uma recomendacao formal e clara do que seria a definicdo de
uma resposta terapéutica satisfatoria. Bakker et al. (2008) e Cohen et al. (2008) sugerem em
seus estudos que o melhor parametro para caracterizar a nao responsividade ao tratamento com
rhGH em pacientes com DGHI seria 0 ganho de altura menor que 0,3 a 0,5 DP ao final do
primeiro ano de tratamento, estando de acordo com o critério usado em nosso estudo para
classificar os pacientes e proceder nossa avaliagéo.

Com a construcdo da curva ROC, considerando o pico de GH no teste da clonidina,
encontramos uma taxa de 38% de falso-positivo (FP) com pico de GH < 10 ng/mL, o ponto de
corte mais tradicionalmente usado na literatura. A melhor acuracia do teste da clonidina foi
obtida usando o pico de GH < 6,78 ng/mL como ponto de corte (FP de 29,2%). Jano TTI, a
taxa de FP foi de 33% com pico < 10 ng/mL e o ponto de corte mais acurado foi o pico < 7,92
ng/mL (FP de 26,9%). No estudo de De Paula (2007), a taxa de falso-positivo no teste da
clonidina foi de 46,1% com o nivel de corte de 10 ng/mL. Nesse mesmo estudo, o autor sugeriu
o0 valor de 4 ng/mL como ponto de corte, tanto no teste da clonidina como no TTI, divergindo
dos nossos achados, porém, o padrdo-ouro considerado pelo autor para construcdo da curva
ROC foi um conjunto de variaveis clinicas e laboratoriais, ndo incluindo a resposta terapéutica
ao rhGH. De qualquer forma, pudemos observar que o ponto de corte < 10 ng/mL de fato produz
um namero mais elevado de falso-positivos, sendo picos menores cada vez mais recomendados.
Sendo assim, consegue-se evitar um maior nimero de diagnosticos desnecessarios de uma
doenca de tratamento prolongado e, de certa forma, estigmatizante. Soma-se a isto, o fato do
rhGH ser uma medicacéo de alto custo e que, diante da situacdo econémica precéria de nosso
pais e da crescente importancia dada a uma nova area de estudo chamada farmacoeconomia,
torna-se imprescindivel conciliar as necessidades terapéuticas com as possibilidades de custeio.

Por outro lado, o0 uso de testes com baixa sensibilidade também preocupa, uma vez que
gera muitos falsos-negativos (FN), resultando na perda de oportunidade de diagnéstico de uma
doenca tratavel que, no caso da DGH, implicaria num crescimento insatisfatério com risco de
grande e irreversivel impacto psicossocial na vida da crianga. Em nosso estudo, mesmo com o
diagnostico de DGH, alguns pacientes obtiveram picos de resposta maiores que 0s niveis de
corte de cada teste (FN), sendo trés individuos no teste da clonidina e um no TTI, representando
15% e 5,3% dos submetidos aos testes, respectivamente. Observamos com isso, que mesmo
usando pontos de corte menores do que o de 10 ng/mL, a sensibilidade se manteve alta com a
consequente ocorréncia de poucos casos de FN em nossa pesquisa.

O estudo de Kohara, Lacerda e Sandrini (1990) demonstrou a dificuldade para

determinar a DGH como causa da BE e da diminui¢do da VVC baseando-se apenas nos resultados
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dos testes de estimulo usando o ponto de corte < 10 ng/mL (FP 33,3% e FN 36,7%). Mais uma
vez, fica evidente a necessidade de estabelecer e recomendar pontos de cortes menores, tais
quais encontramos em nosso estudo.

Portanto, o ponto de corte que recomendamos é aquele que apresentou a maior acuracia,
usando a abordagem da curva ROC. Nessa abordagem, o valor encontrado é o equilibrio entre
sensibilidade e especificidade. No TTI, a sensibilidade do ponto de corte de 7,92 ng/mL foi de
94,7%, a especificidade de 73,1% e a acuracia de 82,2%. Ja no teste da clonidina, a sensibilidade
do ponto de corte de 6,78 ng/mL foi de 85%, a especificidade de 70,8% e a acuracia de 77,3%.
A razdo de verossimilhanga encontrada com a analise ROC em ambos os testes de estimulo
ratifica 0 aumento da probabilidade de ocorrer doenca para além da probabilidade pré-teste.
Avaliando-se a sensibilidade e a especificidade separadamente, observamos que o ponto de
corte que encontramos ndo é o mais sensivel e nem o mais especifico dentre os valores citados
na literatura, mas justificamos sua recomendacdo baseada na acuracia, que é a proporcéo de
acertos. A DGH ¢é uma doenca importante, mas tratavel, com a possibilidade de haver
consequéncias graves na identificacdo tanto de FP quanto de FN, conforme ja discutido. A
constatacdo dessas caracteristicas € fundamental para entender a escolha da acuracia como
melhor pardmetro para determinar o melhor ponto de corte a ser usado.

Observa-se que a perda de performance da especificidade foi mais notéria do que a da
sensibilidade, implicando em um maior nimero de FP. Entretanto, o diagnéstico de DGH néo
é mais estigmatizante do que a existéncia da BE por si s6. O desdobramento de um FP seria a
instituicdo do tratamento em uma crianca com BE por outras causas e isso ndo seria considerado
algo deletério do ponto de vista individual, devido a sua seguranca e, principalmente, as chances
reais de uma boa resposta terapéutica mesmo que nao haja a DGH (LONGUI, 2008). De modo
geral, a BEI representa cerca de 80% dos casos de pacientes com BE que procuram atendimento
médico, sendo o uso terapéutico do rhGH liberado para esse quadro pelas agéncias reguladoras
americana e brasileira Food and Drug Administration (FDA) e Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), respectivamente (AL HERBISH et al, 2016; LONGUI, 2008). Dados da
literatura colaboram para essa indicagdo, pois a taxa de resposta satisfatoria com o tratamento
especifico chega a 60-70% (BANG et al., 2011). No quadro abaixo (Quadro 4) estdo listadas
as condigdes em que se enquadra o uso isolado da sensibilidade ou da especificidade como
principal parametro a ser considerado na avaliagdo de um teste diagnostico e se discute sua
aplicabilidade na DGH. A andlise do quadro em questdo, somado ao que ja foi discutido,
demonstra a importancia em se obter o equilibrio entre essas duas variaveis quando se tratar de
DGH.
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Quadro 4 — Condigdes clinicas para a predile¢do da sensibilidade ou da especificidade e aplicabilidade na
DGH

Conceito Condicdes clinicas DGH
1- Doenga grave que néo
pode passar desapercebida

2- Doenca tratvel A

Sensibilidade 3-  Resultados  errados
(falsos) ndo determinam
nenhum trauma psicolégico, NA
econémico ou social para o
individuo

1- Doenca € importante, mas
dificil de tratar ou incuravel
2- O fato de saber que néo se
tem a doenca tem
importancia  sanitaria e
Especificidade psicoldgica

3-  Resultados  errados
(falsos) positivos podem
provocar traumas A
psicoldgicos, econdmicos ou
sociais

DGH: deficiéncia do horménio do crescimento; A: se aplica; NA: ndo se aplica.
Fonte: Adaptado de GREENHALGH, 1997.

NA

Nos ultimos anos o Ministério da Saude aumentou o rigor na elegibilidade do paciente
candidato a receber o tratamento com rhGH subsidiado pelo governo, quando modificou seu
ponto de corte de 7 para 5 ng/mL a partir de 2010 (BRASIL, 2010). Na Australia, um pais de
referéncia no estudo de desordens do crescimento, existe um programa de tratamento com rhGH
que é subsidiado pelo governo. Ele difere significativamente da maioria dos outros programas
de dispensacdo de rhGH ao redor do mundo. A diferenca mais notavel é o uso extensivo da
avaliacdo auxoldgica. Os pacientes que recebem o rhGH subsidiado pelo governo australiano
precisam ter BE com DGH biogquimicamente comprovada, cujo critério é o pico de GH < 3,3
ng/mL em resposta a dois testes de estimulo ou um teste e outras evidéncias clinicas de DGH,
ou simplesmente apresentar o critério auxologico, altura menor que o percentil 3 (grafico CDC,
Centros de Controle e Prevencdo de Doencas, do inglés Centers of Disease Control and
Prevention) ou VC menor que o percentil 25 para idade 6ssea e sexo, sendo enquadrados neste
caso como portadores de BElI (HUGHES et al., 2012). Se por um lado o governo australiano

utiliza um critério de pico de GH bastante rigido e pouco sensivel, por outro, ele admite o
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critério auxologico isoladamente para permitir a indicacdo mais abrangente e célere de rhGH
quando comparados aos programas com base restrita nos testes de estimulo, como no caso do
Brasil. Assim, essa divisdo entre DGH bioquimicamente identificada e BEI ¢ meramente
académica e conceitual, ja que ambas as condic¢Bes sdo contempladas no programa australiano,
tendo importancia para definir o incremento de dose de rhGH durante o tratamento e ndo para
indica-lo no principio. Como o rigor do critério brasileiro ndo apresenta contrapartida, como
ocorre na Australia, seria prudente reavaliar o critério utilizado em nosso pais e considerar a
proposicdo de pontos de corte mais acurados.

Adicionalmente, verificamos com nossa pesquisa que o grupo classificado como DGH,
de fato, apresentou um de pico de GH significativamente menor do que a que ocorreu no grupo
de BE por outras causas (ndo-DGH), em ambos os testes de estimulo. 1sso demonstra que,
apesar de muito criticados, os testes de estimulo sdo Uteis para eleger quais sdo 0s pacientes sob
maior risco de apresentar uma BE clinicamente importante, ratificando a existéncia da DGH.
Destaca-se ainda o fato de que o grupo DGH de nosso estudo é composto principalmente por
pacientes com DGHI (24/26; 92,3%), fazendo com que o0s pontos de corte obtidos sejam
relevantes especialmente neste subgrupo de pacientes, cujo diagnostico é mais dificil, e uma
vez aplicados, esses pontos de corte contemplariam aqueles pacientes que provavelmente iriam
se beneficiar do tratamento. Adicionalmente, tanto no grupo DGH quanto no ndo-DGH,
observamos que o pico maximo de GH nos testes da clonidina e no TTI ocorreu nos instantes
60 e 90 minutos, resultado semelhante ao encontrado por Guo e Cheng (2013) e Ghigo et al.
(1996).

Quanto as diferencas entre 0s dois testes utilizados no nosso trabalho, poucos estudos
0s comparam diretamente. Alguns autores consideram como padrdo-ouro o TTI e o defendem
por produzir uma resposta mais fisiolégica (RODRIGUES; VIEIRA; MACIEL, 2004),
enguanto outros afirmam que o teste da clonidina é mais sensivel e bem tolerado do que o TTI
(SEICK; BOGUSZEWSKI, 2003). Nossos resultados ndo demonstram diferenca significativa
em sensibilidade, especificidade e acuracia entre o teste de clonidinae o TTI para o diagnostico
de DGH.

Os dados do presente estudo, associados a revisdao da literatura, confirmam a
necessidade da modificacdo do ponto de corte do pico de GH para niveis diferentes dos usados
nas pesquisas e na pratica clinica. Estes costumam ser escolhidos de forma arbitraria e, como
vimos, ndo representam o ponto de corte de maior acuracia. Adicionalmente, a ndo existéncia
de uma recomendacdo formal atualizada de um ponto de corte que seja considerado o mais

eficaz, faz com que os estudos tenham resultados bastante heterogéneos, com baixa
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reprodutibilidade, comprometendo a validacdo destes testes como ferramenta diagnostica
isolada e justificando o fato dos mesmos serem tdo criticados e alvos de tanta controvérsia.
Buscando a eficacia e a uniformidade, nosso estudo apresentou como diferencial o uso do DP
do ganho de altura no primeiro ano de tratamento com rhGH como parametro de referéncia.
Assim, observamos que o ponto de corte de 7,92 ng/mL parao TTI e o de 6,78 ng/mL para o
teste da clonidina se mostraram mais acurados no diagndéstico de DGH. Um outro diferencial
de nosso estudo foi o fato de nosso grupo de DGH ser composto quase que na sua totalidade
por casos de DGHI, cujo diagnostico € mais dificil por ndo haver achados clinicos que
colaborem para a confirmacdo da doencga, aumentando a importancia da comprovagéo
bioquimica da deficiéncia mediante os testes de estimulo.

Como é de nosso conhecimento, 0 nosso trabalho foi o primeiro a usar o DP da altura
final (indice Z) como parametro para validar o melhor ponto de corte de pico de GH para
confirmar o diagndéstico de DGH, sendo este parametro o mais indicado para determinar a boa
resposta terapéutica. Neste sentido, outros estudos devem ser realizados com 0 objetivo de
ratificar nossos achados, o que traria maior seguranca na comprovacao diagnostica de DGH e

na indicacdo de seu tratamento especifico.
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7 CONCLUSAO

1. Nossos dados sugerem que a partir da analise da resposta terapéutica, os pontos de corte
para o pico de GH de 7,92 ng/mL e 6,78 ng/mL no TTI e no teste da clonidina,
respectivamente, usando o ensaio quimioluminescéncia com anticorpos monoclonais,
sdo 0s mais acurados para o diagnostico de DGH.

2. O pico maximo de GH, tanto no TTI, quanto no teste da clonidina, foi maior nos
instantes 60 e 90 minutos.

3. O TTI ndo se mostrou superior ao teste da clonidina, pois ambos apresentaram
sensibilidade, especificidade e acuracia equivalentes, ndo justificando a escolha de um
teste em detrimento do outro com base na eficacia.

4. A acuracia dos pontos de corte habitualmente usados na literatura foi inferior quando
comparada a acuracia dos pontos de corte encontrados nesta pesquisa, para ambos 0s

testes aplicados.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O nosso trabalho foi o primeiro a usar o DP da altura final (indice Z) como parametro
para validar o melhor ponto de corte de pico de GH para confirmar o diagnostico de DGH,
sendo este parametro 0 mais indicado para determinar a boa resposta terapéutica. Assim, 0 uso
dos nossos pontos de corte poderd representar uma ferramenta emergente na selecdo de
pacientes que provavelmente se beneficiariam do tratamento com rhGH, sendo eles DGH por

uma causa conhecida ou mesmo DGHI.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: “Avaliagio dos picos de hormédnio do crescimento nos
testes de estimulo com insulina e clonidina em pacientes com diagndstico de baixa estatura”.

NOME DOS PESQUISADORES: Jodo Soares Felicio, Carlliane Lima e Lins Pinto
Martins, Antdnio Bentes de Figueiredo Janior, Ana Luiza Prieto Farinassi.

NOME DO ORIENTADOR: Jodo Soares Felicio.

Natureza da pesquisa: O Sr (a) esta sendo convidada (0) a permitir que o seu filho (a)
participe da pesquisa acima citada, que tera

seus resultados publicados posteriormente.

Participantes da pesquisa: Criancas e adolescentes em investigacao para baixa estatura
no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB).

Envolvimento na pesquisa: a participacdo do seu filho (a) ocorrerd 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
participacdo de seu filho(a) até que o trabalho seja publicado, sem qualquer prejuizo para o(a)
sr(@) ou seu filho(a). Sempre que quiser podera pedir mais informacGes sobre este trabalho
através do telefone dos pesquisadores. Se necessario, podera pedir esclarecimentos através do
telefone do Comité de Etica em Pesquisa.

1. Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa ndo traz complicacgdes legais. O seu
filho (a) ndo sera submetido a nenhum risco ou desconforto durante a pesquisa, pois as
informacdes utilizadas serdo obtidas apenas através da revisdo do prontuéario 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.

2. Confidencialidade: todas as informacdes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente os pesquisadores e o orientador terdo conhecimento dos dados.

3. Beneficios: ao participar desta pesquisa a (0) sra. (sr.) ndo tera 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 0s
resultados obtidos na literatura cientifica.

4. Pagamento: a (0) sra. (sr.) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa,
bem como nada sera pago por sua participagao.

Apbs 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:
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Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista 0S itens acima apresentados,
T TSRS yRGNC, e, (6rgao
expedidor / estado) de forma livre e esclarecida, manifesto meu consentimento para a
participacdo de meu filho na pesquisa

“Avaliagdo dos picos de hormdnio do crescimento nos testes de estimulo com insulina e
clonidina em pacientes com diagnostico de baixa estatura”.

Belém, [/

Assinatura do Responsavel

Belem,_ [/ |/

Assinatura do Pesquisador

Belém, [/ [/

Assinatura do Orientador

Agradecemos a sua autorizacdo e colocamo-nos a disposicdo para esclarecimentos
adicionais.

Pesquisadores:

Carlliane Lima e Lins Pinto Martins (91) 98116-1940
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 consideragao ou divida 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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APENDICE B —- TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: “Avaliacio dos picos de horménio do crescimento nos
testes de estimulo com insulina e clonidina em pacientes com diagnostico de baixa estatura”.

NOME DOS PESQUISADORES: Jodo Soares Felicio, Carlliane Lima e Lins Pinto
Martins, Antdnio Bentes de Figueiredo Janior, Ana Luiza Prieto Farinassi.

NOME DO ORIENTADOR: Jodo Soares Felicio.

Natureza da pesquisa: Vocé estd 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 criancas e adolescentes com baixa estatura atendidas no Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB)/Universidade Federal do Para (UFPA), bem
como divulgar os resultados obtidos na literatura cientifica.

Participantes da pesquisa: Criancas e adolescentes em investigacao 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 serao
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
informacdes sobre este trabalho através do telefone dos pesquisadores. Se necessario, podera
pedir esclarecimentos através do telefone do Comité de Etica em Pesquisa.

1. Riscos e desconforto: a sua participacdo nesta pesquisa ndo traz complicacoes legais. Vocé
ndo sera 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 Salde. Esta pesquisa nao
oferece riscos a sua dignidade.

2. Confidencialidade: todas as informacgdes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente os pesquisadores e o orientador terdo conhecimento dos dados.

3. Beneficios: ao participar desta pesquisa vocé ndo tera nenhum beneficio direto. Entretanto,
esperamos que este estudo traga informacdes importantes sobre a resposta da secre¢éo de
GH ao Teste de Toleréncia 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.
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4. Pagamento: vocé ndo ter4 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:

Assentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista 0S itens acima apresentados,
expedidor / estado) de forma livre e esclarecida, manifesto meu consentimento para a
participagdo na pesquisa “Avaliacdo dos picos de horménio do crescimento nos testes de

estimulo com insulina e clonidina em pacientes com diagnostico de baixa estatura™.

Belém, _ / /

Assinatura do Participante

Belem,_ [/ |/

Assinatura do Pesquisador

Belém, [/ [/

Assinatura do Orientador

Agradecemos a sua autorizacdo e colocamo-nos a disposicdo para esclarecimentos
adicionais.

Pesquisadores:

Carlliane Lima e Lins Pinto Martins (91) 98116-1940
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 consideracao ou duvida 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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APENDICE C - SOLICITACAO DE ISENCAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO

SOLICITACAO DE ISENCAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: “Avaliacdo dos picos de horménio do crescimento nos
testes de estimulo com insulina e clonidina em pacientes com diagndstico de baixa estatura”.
NOME DOS PESQUISADORES: Jodo Soares Felicio, Carlliane Lima e Lins Pinto

Martins, Antonio Bentes de Figueiredo Junior, Ana Luiza Prieto Farinassi
NOME DO ORIENTADOR: Jodo Soares Felicio

Ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB):

Vimos por meio deste documento solicitar a dispensa de obtencdo de um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do projeto intitulado “Avalia¢cdo dos picos de
horménio do crescimento nos testes de estimulo com insulina e clonidina em pacientes com
diagndstico de baixa estatura” proposto por Jodo Soares Felicio para os participantes falecidos
e/ou sem possibilidades de contato (sem acompanhamento regular na instituicdo, sem endereco
residencial valido e/ou sem contato telefénico apds pelo menos trés tentativas frustradas), com
base na Res. CNS 466/12 item 1V.8 que contempla a dispensa do TCLE em situacdes de
impossibilidade de obtengéo do mesmo.

Ainda, a dispensa do uso de TCLE se fundamenta por ser um estudo de carater
retrospectivo, por se tratar de levantamento de dados junto aos prontuarios, 0s quais serao
mantidos em sigilo, sem adicdo de riscos aos participantes de pesquisas ou prejuizos ao bem-
estar dos mesmos.

O investigador principal e demais colaboradores envolvidos no projeto acima se
comprometem, individual e coletivamente, a utilizar os dados provenientes deste, apenas para
os fins descritos e a cumprir todas as diretrizes e normas regulamentadoras descritas na Res.
CNS N° 466/12, e suas complementares, no que diz respeito ao sigilo e confidencialidade dos
dados coletados.

Belém, de de 2016.

Jodo Soares Felicio
Pesquisador Responsavel
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ANEXO A - APROVAGCAO DO CEP

HOSPITAL UNIVERSITARIO
JOAO DE BARROS BARRETO - { W“@
UFPA hd

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

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

Pesquisador: Jodo Soares Felicio

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 52465515.0.0000.0017

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

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.842.523

Apresentacao do Projeto:

Emenda visa informar o acréscimo da pesquisadora Carlliane Lima Lins Pinto Martins, que participou da
elaboragéo e na coleta de dados.

Objetivo da Pesquisa:

Informar o acréscimo de pesquisador.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Mantidos os aprovados no protocolo aprovado.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Emenda adequada.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

De acordo com as Resolugdes vigentes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Emenda aprovada.

Consideragodes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, este Colegiado manifesta-se pela APROVAGAO da EMENDA do protocolo de pesquisa,
por estar de acordo com a Resolugdo n°466/2012 e suas complementares do Conselho

Enderegco: 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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UFPA

Continuagao do Parecer: 1.842.523

Nacional de Saude/MS.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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"y Plataforma

“Brasil

-
W

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_816347| 26/10/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 13:05:43
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 156:32:26 |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

Situagao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
BELEM, ZW Novembro de 2016
0./
$ L/Wﬁ(/g_&\'
4sl%inado por:
Katia Regina Silva da Fonseca
(Coordenador)
Endereco: 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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