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COMPARACAO DO TESTE DA CLONIDINA COM O TESTE DE TOLERKNCIA
R INSULINA NA AVALIACAO DE PACIENTES COM BAIXA ESTATURA

MarceLo CIDADE BATISTA

RESUMO

Foram estudados 31 pacienf.es, com idade entre 2,9
e 17,5 anos e altura entre 1,3 e 8,5 desvios-padroes abaixo
da média para sexo e idade. Todos foram submetidos a 2 tes-
tes de liberagdo de GH: (1) teste de tolerdncia & insulina
(ITT): insulina simples 0,1 U/kg de peso por via endovenosa,
com colet2as de sangue nos tempos de -30, 0, 15, 30, 45, 60 e
906 minutos; {(2) teste da clonidina (TCLO): clonidina
0,0375 mg/m* de superficie corpdrea por via oral, com coletas
de sangue nos tempos de -30, 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. 0
6H foi dosado em soro. por né;odo de radioimunoensaio desenvo!
vido em nosso laboratdrio e padronizado por comparagio com
preparaglo de referéncia fo.rnecida pelo "National Institutes
of Health". A sensibilidade do método foi de 1,1+ 0,08 ng/ mi
(media 4 erro padrio da média), a variagdo intraensaio de
5,6, 4,7 e 4,2% e a interensafo de 19,4, 8,7 e 12,6% para
amostras-controle de 64 contendo 1,9, 8,3 ¢ 25,2 ng/m), res-
pectivamente. A especificidade foi considerada adequada com
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base em estudos de imunorreatividade cruzada e dos efeitos
ndo especificos do wmeio de incubagio.

Foram consiQerados normais quanto a3 secrecdo de GH
9 criangas (Grupo 1A) e 12 adolescentes (Grupo 1B) que preen
chiam 3 ou mais dos seguintes critéerios: auséncia de sinais
tipicos de nanismwo hipofisario; ritmo de crescimento normal;
dosagem sérica normal de somatomedina C (SwC) e pico de Tibe
racdo de éH waior do gque 7,0 ng/m) em pelo menos um teste de
estimulo (ITY ou TCLO). Foi estabelecida deficiéncia de GH
em 8 criangas (Grupo 2A) e 2 adolescentes (Grupo 2B), que
apresentavam sinais tipicos de nanismo hipofisario e/ou rit-
mo de crescimento diminuido, SmC baixa e pico de GH menor do
que 5,0 ng/ml nos 2 testes provocativos (ITT e fCLO).

No TCLO, og Gnicos efeitos colaterais observados
foram hipotensdo e sonoléncia discretas, ao passo que todos
os pacientes apresentaram hipoglicemia (< 45 mg/dl) no ITT,
scompanhada por sudorese, nBusess, mal-estar geral e sonolédn
cfa. Nos Grupos 1A e 1B, os picos de liberagdo de GH foram
de 10,3 + 1,7 (média + erro padrio da média) e 15,3 + 2,8 ng/m)
no ITT e de 14,8 ¢+ 2,4 e 12,2 + 3,5 ng/ml no TCLO, respecti-
vamente. Estes valores ni3c foram considerados estatistica—
mente diferentes (p > 0,05) quando comparados pelo teste *U*
de Mann-Whitney. A incidéncia de resultados falso-negativos
(pico < 7,0 ng/m1) nos Grupos 1A e 18 foi de 28,6 e 9,1% pa

ra o ITT ¢ de 11,1 e 58,3% para o TCLO, respectivamente, No




Grupo 2A, os picos de GH observados no ITT e TCLO foram de
0,89 + 0,08 e 1,1 + 0,08 ng/ml, respectivamente, sendo signi
ficantemente menores (p < 0,05) do que os do Grupo 1A e nio
ultrapassando 2,3 ng/ml em nenhum teste. Nao foi calculada a
média dos picos no Grupo 2B, ja que este era constituido por
apenas 2 pactentes, cujos valores maximos foram de 0,9 e
3,5 ng/m1 no 11T e 1,7 e 4,8 ng/ml no TCLO, respectivamente.
Conclui-se que o TCLO apresenta maior eficidncia
de liberacio de GH do que o ITT em crfancas, além de causar
efeitos colaterais menos graves. Deve, portanto, ser consi-
derado o teste de eleicdo para excluir o diagnostico de na-
nismo hipofisario na idade pré-puberal, que engloba a maioria
dos pacientes com déficit de crescimento. Em adolescentes,
no entanto, o TCLO foi menos eficiente do que o ITT para ex-
cluir deficidéncia de GH, devendo ser utilizado apenas como
teste complementar. Quando ambos ¢s testes sdo realizados
em um mesmo paciente, o diagndstico de nanismo hipofisario
pode ser estabelecido com seguranca préxima a 100%, sugerindo
que osta deva ser a conduta preferida naqueles com suspeita

cl¥nica desta patologia.
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COMPARISON OF THt CLONIDINE TEST “IiH THE INSULIN TOLERANCE
TEST IN THE EVALUATION OF PATIENTS WITH SHORT STATURE

MarceLo CipADE BaTista

ABSTRACT

We studied 31 patients aged 2.9 to 17.5 years, with
heights from 1.3 to 8.5 standard deviations below the mean
for age and sex. A1) underwent 2 GH provocative tests: (1)
insu]in tolerance test (ITT): intravenous regular insulin
0.) U/kg body weight, with samples drawn at -30, 0, 15, 30,
45, 60 and 90 minutes; (2) clonidine test (CLOT): oral
clonidine 0.0375 mg/m® surface area, with samples drawn at
-30, 0, 30, 60, 90 and 120 minutes. Serum GH was measured by
a radioimmunoassay method developed in our own laboratory and
calibrated against a reference preparation provided by the
Natfional Institutes of Health., The sensitivity of the method
was 1.1 + 0,08 ng/m) (mean + standard error of the mean),
with an intraassay precision of ‘5.6, 4,7 and 4.2% and an
interassay precision of 19.4, 8.7 and 12.6% for quality
control samples of 1.9, 8.3 and 25.2 ng/ml, respectively.
An adequate specificity was demonstrated by cross-reactivity

studies and by assays designed to test non-specific effects



of i:he u'ediul used for incubation.

A normal GH secretory reserve was established in 9
children (Group 1A) and 12 adolescents (Group 18), who had 3
or more of the following features: absence of typical signs
of pituitary dvarfism; normal growth rate; normal serum
somatomedin C (SmC) measurement and peak GH responses greater
than 7.0 ng/ml in at least one provocative test (11:T or CLOT).
Eight children (Group 2A) and 2 adolescents (Group 2B) were
diagnosed as GH deficient by the presence of typical signs of-
pituitary dwarfism and/or reduced growth rate, low serum SmC
and a less than 5.0 ng/ml GH response to 2 provocative tests
(ITT and CLOT).

S1ight hypotension and drowsiness were the only
side-effects observed during CLOT, whereas all patfents had
hypoglycemia (< 45 mg/dl) in ITT, assocfated with sweating,
nausea, malaise and drowsiness. In Groups 1A and 1B, peak GH
responses were 10.3 + 1.7 (mean + standard erior of the mean)
and 15.3 + 2.8 ng/m1 for ITT and 14.8 + 2.4 and 12.2 + 3.5 ng/ml
for CLOT, respectively. These values were not statistically
different (p > 0.05) when compared by the "U" test of Mann-
-Whitney. FaIse-negatiie results (peak < 7.0 ng/ml) for
Groups 1A and 18 were Zd.ﬁ and 9.1% for ITT &nd 11.1 and 58.3%
for CLOT, respectively. 1In Group 2A, peak GH responses for
ITT and CLOT were 0.89 b4 0_.08 eand 1.1 ¢+ 0,08 ng/m1, respectively,

with no response greater: than 2.3 ng/ml. These values were
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significantly lower.(p < 0.05) than the ones observed in
Group 1A, It was not possible to calculate mean peak levels
for Eroup 2B, since only 2 patients were included in this
group. Their peak GH responses were 0.9 and 3.5 ng/ml for
ITT and 1.7 and 4.8 ng/ml for CLOT, respectively.

Ne conclude that the clonidine test with a low-oral
dose of 0.0375 mg/m* is more effective than ITT in promoting
GH release in children, besides being associated with 1less
dangerous side effects. It should be considered the best
provocative test to exclude the diagnosis 6f pituitary
dwarfism in the prepubertal aée, which encompasses most
patients with growth retardation. Nevertheless, the clonidine
test is less effective than ITT to exclude 6H deficiency in
adolescents and should be used only as a complementary test
in pubertal patients. When both tests are performed in 2
single patient, pituitary dwarfism is very rarely misdiagnosed,
suggesting that this should be the preferred approach when

this disorder is clinically suspected.
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A somatotrofina (GH) & o hormdnio mais abundante da
hipofise humana, estando presente em quantidades de 5 a 10 .ng
em cada glandula. Ele & sintetizado e armazenado nas células
somatotroficas, correspondentes a 35 2 45% da pituitaria e
Jocalizadas predominantemente nas suas asas laterais. Seu
ritmo de secrecdo diario € de 1 a 2 mg, desaparecendo do plas
ma com uma meia vida de 20 a 25 minutos (}2).

0 GH presente em extratos hipofisarios e no plasma
cc-:rresponde a uma mistura heterogédnea de pelo menos 6 pep
tideos, identificados por seu tamanho ou carga (42). 0 com
ponente fisioldgico predominante consiste em uma cadeia poli
peptidica inica, contendo 191 aminodcidos e com peso molecu-
lar de 22.000 daltons.

0 papel primordial do GH consiste no controle do
crescimento somitico pés-natal. Quando edministrado a crian
¢cas com hipopituitarismo, ele estimula o crescimento propor-
cionado do esqueleto e tecidos moles, associado a balangos
positivos de nitrogénio, potéssio, chlcio, fésforo e magné-
sfo., Acredita-se que esta aglo seja mediada principalmente

pela geraclo das somatomedinas (57), embors alguns estudos



n

'ih vit‘ro' tenham demonstrado um pnssivel efeitc estimylatd-
rio direto do GH sobre c crescimento longitudinal dos os:os
(33).

As somatomedinas correspondem a uma familia de pep
tideos cujos 2 principais componentes, dencminados "insulin-
-like growth factors” I (somatomedina C) e II, tém peso mole
cular de 7.500 daltons (57). Sdo sintetizadas principalmen-
te no figado e sua agio sobre o crescimento somi3tico consiste
em promove~ a mitogénese e estimular a sintese de colageno e
proteoglican., Circulam no sangue l1igadas a protefnas carre-
gadoras de alto peso molecular (145,000 daltors), formando
compliexos proteicos que as protegem contra a protedlise e as
conferem meia vida maior e flutuagdo sangiiinea menor do  que
as dos demais hormdnios peptidicos. Esta caracteristica per
mite que os nfveis séricos de somatomedina C (SmC), cuja secre
¢3o0 & diretamente controlada pelo GH, possam ser utilizados
como Indice de secreclo da somato’rofina (75).

A secrecdo de GH & regulada pelo hipot&lamo através
de 2 peptideos sintetizados ao nivel dos niicleos ventromedial
e arqueado: a somatocrinina (GRH) e a somatostatina (SS),
agentes estimulador e inibidor da secregdo hipofisiria de GH,
respectivamente. Através de mecanismo de "feedback” negati-
vo, concentracdes séricas de GH e somatomedinas atuam direts
mente sobre o hipot&lamo, asumentando ou reduzindo a liberagdo

de GRH e SS. As somatomedinas tarbé&m agem ao nivel da hipb-
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fi»se. c:'llinuindo a2 resposta das células somatotréficas ao GRH
(a2).

Mecanismos de controle neural exercem importante
agao sobre o hipotidlamo, participando também d2 regulagio da
secresdo de GH. A ativagdo dos receptores ao-adrenérgicos e
serotoninérgicos centrais promove a liberagio de GRH e, con-
seqiientemente, de GH (44) a0 passo que oblog..cio dos receptores
colinérgicos inibe esta resposta (13). Por outro lado, a es
timulagdo dos receptores p-adrenérgicos centrais provoca ini
bigdo da secregdo de GH (44).

A secrecdo de GH & episbdica, caracterizada por
pulsos de duragdo limitada. Na maior parte do dia, as con
centragles séricas deste hormdnio situam-se em nivel inferior
8 3,0 ng/ml, com 1 a 2 picos moderados ocorrendo 2 a 4 horas
apbs as refeicles. 0s valores miximos sio detectados aproxi
madamente 1 hora apds inicio éo sono profundo (estadio 111
ou IV), com picos menores ocorrendo posteriormente durante as
fases mais tardias do sono (9,12).

Distirbios da secregdo de 6H podem resultar em pa-
tologias tais como o nanismo hipofisério, decorrente da defi
citéncia deste hormdnio, ou & acromegalia, provocada por tumor
produtor de 6H. O nanismo hipofisirio corresponde a uma causa
rara de retardo de crescimento em criancas, sendo responsa-

_.vel por menos de 1% destes casos. Entretanto, o sev diagnds

tico & muito importante, j& que se dispde, atuaimente, de
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teraptutica adequada para esta doenca, como o GK extrafdo de
hip6fises humanas ou produzido por engenharia genética (12).

A possibilidade de déficit de GH deve ser conside-
rada em todas as criangas que se apresentarem com baixa esta
tura proporcionaca, inferior a 3 desvios-padries em relagio
3 média pera sexo e idade (11). Em criancas acima de 5 anos de
jdade, a dosagem sérica de SmC corresponde a um bom teste de
triagem, praticamente excluindo 2 presenca de nanismo hipofi
sério quando normal (75). Entretanto, quando os niveis en-
contram-se diminuidos, o que pode ser ocasionado por outras
doengas como desnutricdo e hipotirecidismo,. o diagnostico de
déficit de GH precisa ser confirmado por estudos da secregao
deste hormdnio. Estes também s3o necessdrios em criangas
abaixo de 5 anos de jdade, nas quais ni3o & possivel uma boa
discriminac3o entre valores normais e baixos de SmC (75).

A dosagem sérica basal de GH nao permite,na maioria
das vezes, diferenciar entre criangas com e sem deficiéncia
deste hormdnio, j& que suz secregdo & episddica e mantém con
centracdes séricas baixas durante 2 maior parte do dia (28).
Por este motivo, testes provocativos de liberacio de GH foram
desenvolvidos, com o intufto de se poder avaliar a reserva
hipofishria deste hormdnio. N30 existe, no entanto, nenhum
teste que cbnsistentenente promova uma resposts hormonal ade
quada em todo paciente sem déficit de GH. Isto ocorre por-

que os diversos cs@‘lnulos agem 20 nivel do hipotdlamo atravis
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de -eca'nisnos neurais monoaminérgicos, modificando a secregio

de SRH e/ou somatostatina; o efeilo nio &, portanto, direto

sobre as células somatotrdficas hipofisarias. Por estas ra

z0es, o diagnostico de nanismo hipofisirio deve se basear na

demonstragdo de resposta subnormal do GH a pelo menos 2 tes-

tes provocativos (32).

0s testes de estimulo podem ser divididos em Zgrqg

des grupos (17):

12)

22)

TESTES DE TRIAGEM

Estes testes consistem na dosagem do GH em uma dnica a-
mostra de sangue coletada 20 a 40 minutos apds o infcio
do exercicio fisico ou 1 hora apés o infcio do sono, Ape
sar de serem fisfologicos, convenientes, de baixo custo
e sem efeftos colaterais, apresentam uma fncidéncia re-
lativamente alta (ao redor de 30%) de resultados falso-
-negativos (incividuos sem deficidncia de:te hormonio mas
com resposta subnormal 20 teste) e, porisso, $0 sdo
utilizados a nivel ambulatorial para excluir o diagnés-
tico de nanismo hipofisirio em pacientes com baixa sus-

pefita clinica desta patologia.

TESTES DEFINITIVOS

Estes testes implicem na dosagem de GH em amostras se-

riadas de sangue coletadas antes e apbs administracio de
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um estimulo farmacoldgico como a insulina, 1-dnpa, argi
nina ou glucagon. Apesar de apresentarem uma mencr in-
cidéncia de resultados falso-negativos (varidvel de 10
a 30%), todos estdao associados a efeitos colaterais de-
sagraddveis, po} vezes severos e perigosos. Sio indica
dos em pacientes com caracteristicas clinicas de nanis-
mo hipofisério e/ou resposta subnormal a um teste de

triagem,

Entre os testes definitivos, o teste de tolerincia
l-insulina (ITT), embora associado as conseqgiiéncias perigo-
sas da hipoglicemia, parece ser o mai; eficiente no que se
refere 3 liberagdo de GH, sendo considerado por nuftosauﬂwrs
o te§te padrdo com o qual os demais devem ser comparados (48).
Acredita-se que a hipoglicemia promova a secregdo de 6H por
estimulacido de reeeptores o-adrenérgicos centrais, j§& que o
bloqueio destes receptores por drogas como a fentolamina ini
be esta liberagdo (44). Nos virios estudos prévios sobre o
1717 (18,20,35,36,56,59,64,72,77), a incidéncia de resultados
falso-negativos variou de 8 a 26%, dependendo do nivel de GH
acima do qual a respostas foi considerada normal (5,0, 7,0 ou
10 ng/m1). Em todos, nlo foi observada liberacdo de GH em
nenhum paciente com deficidncia deste hormdnio,

Recentemente, a clonidina, um 8gonista a-adrenér-
gico central utilizado como snti-hipertensivo (37,55,69), fol

fntroduzida como novo agente capaz de estimular 2 secregdo
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de GH. Esta ac3o da clonidina, inicialmente demonstrada em
adultos normais por Lal e col. (38) em 1975, provavelmente
se deve 3 estimulacio de receptores o,-adrenérgicos centrais
Em estudos realizados em macacos Rhesus (5), Chambers e
Brown comprovaram que 2 clonidina atua 20 nivel de recepto-
res o-adrenérgicos centr2is, n3o tendo qualquer efeito sobre
receptores dopaminérgicos ou serotoninérgicos. Em 1978, Gold
e col. (26) demonstraram, nestes mesmos animais, que a admi-
nistracdo de piperoxane, um c-antagonista, bloqueia o aumento
da secre¢do de GH induzido pela clonidina. Outra evidéncia
da agdo c-adrenérgica central da clonidina foi relatada por
Ganong e col. (22), que observaram que, apds transsecgdo da
medula espinhal, a resposta do GH a esta droga permanecia
inalterada. Estudos mais recentes em animais indicaram que
a clonidina promove a liberagdo de GH por estimular neurdnios
hipotaldmicos secretores de GRH (44).

Gi1-Ad e col. (23) foram os primeires a descrever,
em 1979, o us50 da clonidina como agente liberador de GH para
excluir o diagnbstico de nanismo hipofisdrio em criancas e
adolescentes com bajxa estatura. Utilizando uma dose oral
de 0,15 mg/m"' de superficie corpbrea, os sutores demonstra-
ram uma elevaclBo significante da concentragdo de GH em todos
0s pacientes sem déficit deste hormdnio. Nos 7 pacientes com
hipopituitarismo, nio houve aumento estatisticamente signif{

cante dos niveis de GH (méximo de 2,5 ng/ﬁl). com exceclo de
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1 (pico de 5,5 ng/ml), com provivel deficidéncia parcial de
GH.

Em estudos mais recentes, o teste da clonidina rea
1izado com a dose de 0,15 mg/m*' foi comparado com o ITT (16,
39,66), 1-dopa (62,71) e arginina (71), sendo em todos obser
vado um maifor pico de liberagdo de GH e uma menor incidéncia
de resultados falso-negativos no primeiro teste. Em apenas
um trabalho (30), os resultados obtidos no ITT foram equiva-
lentes aos dq teste da clonidina no que diz respeito 3 efi—
ciéncia de liberagio de GH.

Embora a clonidina na dose de 0,15 mg/m® seja um
excelente estimulador da secregao de GH, ela provoca sonolén
cia e hipotensdo moderadas. Em todos os estudos realizados
com esta dose (16,23,30,39,62,63,66,71), houve reducdo dos
niveis presséricos que variou de 15 a 25 mmHg para 3 sistoli
ca e de 10 a 15 mmHg para a diastdlica. Em um velato (47),
foy observada hipotensdo severa associada a choque, que res
pondeu 3 expansd3o de volume, levando os autores a chamar a
atenglBo para esta possivel complicagdo do teste.

Com o objetivo de minimizar os efeftos colaterais,
alguns autores tentaram realizar o teste da clonidina com do
ses menores e fixas tais como 0,025 mg (41), 0,05 ou 0,1 mg
(40) ou com a dose de 0,035 mg/m" (11). Em todos estes estu
dos, foram observadas sonoléncia e hipotenslo muito mais dis

cretas do que com 0,15 mg/m’, havendo decréscimo de 5 a 15 mig

PR
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na pressio sistdlica e de 2 a 7 mnHg na diastélica. Entre-
tanto, 0s resultados no que diz respeito 3 eficiéncia de 1i-
beracdo de GH foram muito discrepantes e ndo relacionados &
magnitude da dose. Utilizando 0,050 mg de clonidina, Lanes
e col. (40) obtiveram picos de GH de 11,6 + 1,6 ng/ml {média
+ erro padrdo da média) e resultados falso-negativos de 36%,
enquanto que, no estudo de Laron e col. (41) com a dose de
0,025 mg, estes valores foram de 30,6 + 8,8 ng/ml e 8,3%,
respectivamente. Estas diferengas talvez possam ser explica
das pelo fato de que, no primeiro trabalho (40), apenas pa-
cientes pré-piberes foram avaliados, 20 passo que, no segun-
do (41), estudou-se um grupo misto constituido por criangas
e ado[escentes. Sabe-se que, na &poca da puberdade, a res—
posta do 6H aos estimulos provocativos cléssicos & mafor do
que a observada na infincia, devido ao aumento da secrecdo
de testosterona e estradiol (19). Isto ndo foi ainda, no en
tanto, demonstrado para o teste da clonidina, j& que ele nun
‘ca fof avaliado em grupo constituido apenas por pacientes pi
beres.

N3o se chegou, ainda, a um consenso geral sobre qual
a dose de clonidina a ser utilizada nos testes provocativos,
ou seja, a dose minima que promova uma estimulagdo eficiente da secreclo
de GH associada a uma baixa incidéncia de efeftos coiaterais.
f mister, portanto, que outros estudos sejam realizados para

esclarecer esta divida,



IV — OBJETIVOS



Comparar o teste da clonidina realizado com a admi
nistracdo. oral de uma dose de 0,0375 mg/m* de superficie cor
pérea com o teste de tolerdncia & insulina em grupos de paci

entes pré-piiberes e piberes no que diz respeito 3:
12) Eficiéncia de liberagdo de GH.

22) 1Incidércia de efeitos colaterais indesejiveis.



V — CASUISTICA
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Foram estudados 31 pacientes, sendo 22 do sexo mas
culino e 9 do sexo feminino, com idade entre 2,9 e 17,5 anos,
que procuraram o Servigo de Endocrinologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio
Paulo (HC-FMUSP) com queixa de déficit de crescimento. Em
todos, foi cor.statada uma estatura abaixo de média para sexo
e idade, variando entre 1,3 e 8,5 desvios-padrdes (DP).

Dezenove pacientes que se apresentaram com forte
suspeita clinica de déficit de GH foram internados por apro-
ximadamente 5 dias na enfermaria da Divisdo de Clinica
Médica 1 do HC-FMUSP, sendo toda a avaliagado clinica, labora
torfal e radioldgica realizada neste periodo. Os outros 12
pacientes foram estudados a nivel ambulatorial, completando-se

2 investigagdo diagnﬁstiéa en um perfodo méximo de 4 meses.



VI — MATERIAL E METODOS
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senga de cefaléia, convulsdes, desmaios, altera;ées vi-
suais, tosse, dispnéia, cianose, edema, diarréia, vermi-
nose, polidipsia, poliuria, nicturia, disiuria, hematiria,
dores Gsteo-articulares, fraqueza muscular, cldimbras, as

tenria, sonoléncia e intolerdncia ao frio;

f) exame fisico: altura (média de 3 medidas feitas por um
inico médico em estadidmetro construido de acordo cowm as
recomendagdes de Underwood e Van Wyk (74)), peso,relagio
pibis-vértex/pibis-chdo, presenga de pelos axilares e Pu
bianos, desenvolvimento mamadrio, tamanho de pénis e tes-
ticulos, distirbios neuroldgicos, anormalidades cirdio-
-respiratérias e gastrointestinais, presenca de estigmas
somiticos, sinais de ragquitismo, de hipotiréoidisno, de

Cushing ou de déficit de GH.

A estatura e o peso dos pacientes foram avaliados
segundo as tabelas de Marques e col. (45), as quais foram
uti]izédas para o cilculo dos respectivos desvios-padries e
jdade estatural., Os graus de pubarca e telarca foram clas-

sificados de acordo com os parametros de Tanner (46).

1.2, AVALIAGAO LABORATORIAL E RADIOLOGICA GERAL

0s exames laboratoriais gerais incluiram hemograma
completo, glicemia de jejum, dosagens séricas de sbdio, po-
téssfo, uréia, creatinina, protefnas totais, albumina, cliclo,
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fosforo, fosfatase alcalina, urine tipec I, parasitoloéico de
fezes e eventualmente caribtipo; Foram também realizados Rx
de torax, Rx de crinio para visvalizagdo da sela tircica e
Rx de mdos e punhos para avaliagdo da idade 5ssea conforme o
Atlas de Greulich & Pyle (29). Uma paciente foi submetida a

tomografia computadorizada de crinjo.

1.3. AVALIAGAO MHORMOMNAL BASAL

Dosagens séricas basais de somatomedina C (SmC),
triiodotironina (13), tiroxina (14), tireotrofina (TSH), tes
tosterona (T) em meninos e estradiol (Ez) em meninas foram
realizadas em todos os pacientes. Niveis séricos basais de
hormdnio luteinizante (LK) e hormdnio foliculo-estimulante

(FSH) foram determinados apenas nas meninas piberes.

1.4. TESTES FARMACOLGGICOS DE ESTIMuLO

Todos os testes “iveram infcio &s 8:00 horas da ma
nh3, com o paciente repousandc em decibito dorsal por pelo
menos 1 hora ¢ em jejum por um perfiodo minimo de 8 horas., A-
mostras seriadas de sangue foram coletadas através de veia
canulada com "butterfly”, mantida com solugdo fisfoldégica 0,9%,
sendo a puncdo realizada pelo menos 60 minutos antes da pri-
meira coleta. O sangue para dosagens hormonais foi colocado

em tubo de vidro simples, deixado em repouso por 3 horas @
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temperatura ambiente para que houvesse retragido do coadquloe,
a seguir, centrifugado a2 1000 rpm por io minutos. O soro foi
entdo separado, aliquotado em volumes de 1 a 2 m! e congela-
do 2 -20°C até a hora do ensaio.

A coleta de glicemia durante o teste de tolerincia
& insulina foi reaiizada em tubos contendo fluoreto de sodio,
os quais foram encaminhados ao laboratdrio imediatamente apds

o término do teste.

a) TESTE DE OLERANCIA A INSULINA (ITT)

Amostras de sangue para dos;gem de GH, glicemia e
cortisol (este iltimo determinado apenas em pacientes com sus
peita clinica de panhipopituitarismo) foram coletadas nos tem
pos de - 30, 0, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos, sendo realizada,
no tempo zero, a administragdo endovenosa em bolo de fnsuli-
na simples (U-40 Biobréds - Bioquimica do Brasil S.A., Montes
Claros, MG) na dose de 0,1 U/kg de peso. Foram monitorizados
sintomas e sinais de hipoglicemia durante todo o teste, ten-
do-se sempre 3 disposigdo solucio de glicose hipertdnica a 50% (20 ml)
8 qual era sistematicamente injetada por via endovenosa no
final do teste ou durante este se ocorresse perda de conscidn

cia.
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b) TESTE DA CLONIDINA

Amostras de sangue pa;a dosagem de GH foram coleta
das nos tempos de -30, 0, 30; 60, 90 e 120 minutos, sendo a
clonidina administrada por via oral, no tempo zero, ma dose
de 0,0375 ngl-‘ de superficie corpérea. 0 comprimido de
0,1 mg (Atensina 0,1 mg, De Angeli, Itapecerica da Serra, SP)
foi esmagado e dissolvido em 10 m) de &gua resultando em so-
lugdo de 0,01 mg/ml. O volume correspondente 3 dose calcula
da para cada paciente foi entio aspirado em seringa de plas-
tico e injetado diretamente na boca, solicitando-se ao paci-
ente que succionasse e engolisse todo»o 1iquido durante o pro
cedimento. Seguiu-se lavagem da seringa com agua por 2 ve-
zes para remoGlo de possiveis resfduos da droga retidos nas
paredes de plAstico, sendo a dgua aspirada e administrada ao
paciente da mesma maneira que a solugdo de clonidina.

Medidas do pulso e pressdo arterial foram realiza-
das em cada tempo do teste, sendo tamb&m observados quaisquer

outros efeitos colaterais.

c) TESTE DO HORMONIO LIBERADOR DO TSH (TRH) ASSOCIADO AO
TESTE DO HORMONIO LIBERADOR DAS GONADOTROFINAS (LHRH)

Amostras de sangue para dosagem de LH, FSH, TSH e
prolactina (PRL) foram coletadas nos tempos de -30, 0, 15, 30,

45 ¢ 60 minutos, sendo realizada, no tempo zero, a adminis—

[ '
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tragao endovenosa em bolo de 200 yg de TRH (Escola Paulista
de Medicina, S30 Paulo, SP) associado na mesma seringa a 100 yg
de LHRH (Ayerst, Sdo Paulo, SP).

Todos os pacientes foram submetidos aos testes de
tolerdncia 3 insulina e clonidina, ao passo que o teste do
TRH associado ao LHRH s& foi realizado naqueles com suspeita

clinica de panhipopituitarismo.

1.5. SEGUIMENTO AMBULATORIAL

Todos os pacientes foram avaliados em ambulatorio a
cada 3 meses por um perfodo minimo de 6 meses. Nestas consul
tas, prestou-se particular atengdo 20 ritmo de crescimento e

inicio ou evolucio do desenvolvimento puberal.

2, METODOLOGIA LABORATORIAL

2.1. DETERMINACAO D0S NIVEIS SERICOS DE GH

Todas as dosagens de GH foram realizadas em tripli
cata por metodo de radioimunoensaio (RIE) desenvolvido a par
tir de reagentes inteiramente preparados no Laboratério de
Pesquisas da Divisdo de Clinica Médica I do HC-FMUSP. Todos
os aspectos da técnica foram cuidadosamente analisados e con

trolados de modo a se obter, no final, um ensajo adequado 3s
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finalidades deste projeto.

2.1.1. Extracdo e purificacio do GH-HC

0 GH utilizado na preparacdo de padrioes P2
r2 radioiodacdo e curva de deslocamento (a seguir designado
GH-HC) foi extraido a partir de um lote de 100 hipdfises con
geladas, previamente obtidas de caddveres humanos, baseado
no método de Chapman e col. (6) com pequenas wodificagdes {53).

As hipdfises, coletadas durante autdpsias
de rotina pelo Servigo de Anatomia Patologica da FMUSP, fo-
ram conservadas a -20°C, envoltas ind{vidualngnte em papel
aluminio até o seu processamento. A dissecc¢do das’glandulas,
realizada a 4°C assim como todas as demais etapas, foi segui

da de homogenizacio em liquidificador durante 3 minutos com

200 m1 de tampio Tris-fosfato (50 wM Tris, 10 =M Na _WPO

2" g

5 mM EDTA, 1 mM fenilmetanossulfonilfluoreto), cujo pH fof
ajustado a 8,7 com HC1 concentrado (Fig. 1). 0 homogeneizado
foi colocado em agitador magnético (Fanem Ltda., Sio Paulo,
SP) por 2 horas e depois centrifugado a 10.000 g por 1 hora.
0 precipitado foi retomado, rehomogeneizado com 60 ml1 de tam
plo Tris-fosfato pH 9,5 (ajustado com NaOH) e submetido aos
mesmos processos das etapas anteriores. 0s sobrenadantes das
fragbes foram combinados, filtrados em 15 de vidro e o pH re

duzido a 6,3 pela adiglo de &cido acético s 50%, gota a gots,

com agitaclo constante. A suspenslo foi entdo centrifugada
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HIPOFISES DISSECADAS

HOMOGENEIZADOS EM TAMPAO TRIS-HCL 50 mM pH 8,7 [CONTENDO
LOmM FENILNETILSULFONILFLUORElTO, IOmM No,HPO, .5mM EDTA)

SOBREN'ADANTE A RESI'D]UO A
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SOBRENADANTE B RESIDUO B
conamt;aqio SOBRENADANTE A+B

PRECIPITAGAO EM pH 6,0 COM
AC. ACETICO A 50% :
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¥ 1
SOBRENADANTE C PRECIPITADO C
PRECIPITACAO ISOELETRICA EM pH 4,9 COLETA-SE PRL
REALIZADA EM ETANOL (1:7)

F |
PRECIPITADO p SOBRENADANTE D
RETIR_ADO RESIDUO DE ETANOL COM COLETAM-SE' AS
TAMPAO TRIS-ACETATO 50mM pH 4,9 G .COPROTEINAS
’ L ]
-
PRECIPITADO E l

DISSOLVIDO EM TAMPAO TRIS-ACETATO
S50mM pH 8,5, FILTRADO E SOBRENADANTE E

CONCENTRADO EM MILLIPORE
|

I . 1 .
SOBRENADANTE RESIDUO INSOLUVEL
i

- L
FILTRAGAO EM SEPHADEX G-100

Ir 1
PROTEINAS DE ALTO PESO
MOLECULAR PICO DE hGH

CROMATOGRAFIA EM DEAE -
CELULOSE ©GH ELUIDO EM

TAMPAO ACETATO DE AMONIA
200 mM pH 8,3

CONGELAGAO DO GH A -198°C

F16. 1 - ESQUEMA RESUMIDO DO PROCESSO DE EXTRAGAO DO GH-HC



vy

32

por 18 horas a 8.000 g, seguica de decantacio do sobrenadan-
te e ressuspensdo do precipitado com 50 ml de tampio Tris-fos
fato cujo pH foi ajustado a 6,3 com HC1 concentrado. Esta
fragio homogeneizada foi adicionada ao sobrenadante anterior
e centrifugada a 8.000 g por 1 hora, sendo o precipitado se-
parado para eventual extracio da prolactina. O pH do sobre-
nadante foi reduzido a 4,9 pela adigéo seqgiiencial, gots a g0
ta, de dcido acético a 50% e etanol absoluto (volume 1:7),
com agitagio constante. A solugiao resultante repousou entio
por 12 horas antes de ser centrifugada a 15.000 g por ) hora.
A fracio sobrenadante foi decantada e separada para eventual
extracao de LH, FSH, TSH e lipotrofinas.

0 precipitado, que continha o GH, fol lava
do com 50 m1 de tampdo Tris-fosfato, cujo pH fol ajustado a
4,9 com HC) concentrado contendo etanol 12,5%., A suspensdo
foi entdo centrifugada a 15.000 g por 1 hora e o precipitado
dissolvido em 500 m] de tampdo Tris-acetato 50 mM pH 8,5. A
solucdo resultante foi filtrada e concentrada utilizando-se
membrana de Millipore 10 K 2 um volume de 90 m1, o qual foi
centrifugado a 15.000 g por 1 hori. A fragdo sobrenadante
fof aplicada a uma coluna (5 x 100 cm) de Sephadex 6.100
(Pharmacia Fine Chemicals, Upsalla, Suécfa), previamente equf
Tibrads com tamp3o Tris-acetato 50 mM pH 8,5 contendo clorbu
tanol 0,02%. A eluiglo fof realizada com este mesmo tamplo
{(fluxo 75 m1/min) .e¢ o efluente da coluna monitorizado com
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absorbincia a 280 nm (Fig. 2A). Quando o GH mondmero comegou
a ser eluido, o efluente da coluna de Sephadex foi conectado
diretamente 2 outra coluna (2 x 60 cm) de dietilaminoeti} ce
Tulose DEAE - ¢ 52 (Whatman, CYifton, NJ, EUA), preequilibra
da com tampao acetato de amdbnio 0,05 M pH 8,3. Apds receber
0 GH, a coluna foi lavada com 350 m1 de tampio acetato de
amdnio 50 mM pH 8,5 (fluxo 80 m1/hora) em um gradiente cres-
cente de concentragdo até 200 mM, mantendo-se o mesmo volume
e.-onitorizando-se o efluente com absorbidncia a 280 nm (Fig.
2B). Quando o pico principal do &H comegou a ser elufdo, a
sua fracdo central (8 ml) foi coletada em frasco imerso em
gelo seco, aliquotada em volumes de 0,1 ml e congelada em ni
trogénio 1iquido (-198°C),

0 conteiido de uma destas aliquotas foi sub

metido a testes de controle de qualidade que consistiram em:

a) determinacdo da concentracdao de protefnas pelo método de
Schacterle & Pollack (68), obtendo-se em média um valor

de 1,46 mg/ml1;

b) quantificagBo do GH-HC por "kit” comercial de RIE (Diag-
nostic Products Corporation, Los Angeles, CA, EUA), uti-
14zando-se 6 diluigdes progressivas (1/200.000 até
1/3.200.000 em tampio de ensaio) como amostras desconhe-

cidas e obtendo-se em média um valor de 1,15 mg/ml;

¢c) estimativa da atividade biolégica do GH-HC por método de
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FIG. 2 - CROMATOGRAFIA DO GH-HC EM SEPHADEX G.I00(A)
E EM DEAE-¢c 52(8B).
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radiorreceptor em figado de mulher grévida (10), cujo re

sultado foi de 2,1 U/m1;

comparagado do GH-HC com padré@o fornecido pelo National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA (GH-NIH) por ele
troforese em gel de poliacrilamida (8), a qual demonstrou
ter o GH-HC padrdo de isohormdonios com predominidncia da

forma 8 semelhante ao do GH-NIH;

determinagdo da contaminagdo por outros hormdnios hipofi
sérfos através de "kits" comerciais de RIE (Clinical Assays
Cambridge, MA, EUA): TSH < 3 pUI/ml, PRL = 3 ng/mg, FSH =

82 mUl/mg e LH = 641 mUI/mg.

0 GH-HC foi conservado em nitrogénio 1fqui

do por um periodo de 9 meses. A cada 45 dias aproximadamen-

te, uma alfquota foi descongelada e utilizada para:

al

b)

‘preparagdo de padrdes para radioiodagcdo contendo 5 pg de

GH em 50 pl de tampido fosfato (TF) 0,2 M pH 7,4 prepara-
do com fosfato de potdssfo monobdsico. Estes foram no mes

mo dia utilizados para marcagdo e a seguir desprezados;

preparagdo de padrdes para curva de deslocamento conten-
do 1 pg de GH em 1 m1 de tampdo borato (TB) 0,1 M pH 8,5
com albumina sérfca bovina (BSA, Sygma Chemical Company,
St Louis, MD, EUA) e azida sbdica 0,1% (a seguir designa
do tampio de ensafo). Estes foram aliquotados em volumes

de 0,5 m1 e congelados a -20°C por 30 dfas. Neste perfodo,
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uma alfquota foi descongelada ne hora de cada ensaio e
utilizada para a preparagio de solu¢des contendo 1,25,
2,5, 5,0, 10, 20 e 40 ng/ml de GH “frio™ em tampio de en

saio, sendo todas desprezadas apds o término do RIE.

2.1.2. Radioiodagdo do GH-HC

A radioiodagao do GH-HC fof realizada de
acordo com o método cldssico de Greenwood e Hunter (27) com

apenas algumas modificagdes (51). Em cada processo de marca

¢80, adicionaram-se seqiiencialmente, em tubo de vidro 12 x 60 mm,

50 pl do padrdo para radioiodagio (preparado no mesmo dia)

contendo 5 pg de GH-HC,e 1 mCi de 125

1 sob a forma de iodeto
de sbdio livre de carreador (Amersham Internationa)l plc,
Buckinghamshire, Inglaterra), com no minimo 100 mCi/m1. Apds
homogenizag3o, foram pipetados 20 pl de solugdo de cloramina
T (Merck S.A., Rio de Janeiro, RJ) contendo 1,4 mg/ml em TF
0,2 M pH 7,4, seguidos de agitacdo suave por 10 segundos e adi
¢do de 20 p1 de solugdo de metabissulfito de sodio  (Merck)
contendo 2,0 mg/ml em TF 0,2 M pH 7,4. Procedeu-se entido a
nova agitacdo suave por 10 segundos antes da adigdio de 0,2 ml de
soluclo de fodeto de sddio (10 mg/ml em TF 0,2 M pH 7,4) e
homogenizagdo final da mistura.

A eficidncia de radiofodacio foi determina

da de maneira grosseira pelo denominado teste do carvdo, no

qual 1 pl do material radiofodado,diluido em 2,4 m]1 de tampdo
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de ensaio,fol adicionado em duplicata a 0,5 ml1 de suﬁpensio
de carvdo (carvado Merck a 100 mg/m) em TB 0,1 M pH 8,5). Apés
homogenizacdo em "Vértex" e centrifugacado po; 15 minutos a
1000 rpm, o sobrenadante foi separado do precipitado por de-
cantagdo e a radioatividade de ambos determinada em contador
de cintilagdo de pogo (Gamma 4000, Beckman Instruments Inc.,
Irvine, CA, EUA). Considerou-se uma boa eficiéncia de marca
¢&o quardo 60% ou mais da radicatividade total encontrava-se
no precipitado (correspondente ao GH-HC - ]251). Como, em
cada processo, 2 aliquotas do mesmo padréo de GH-HC foram si
multaneamente submetidas a radioiodagdo, o teste do carvao
permitiu também escojher o material com maior eficiéncia de
marcagdo, o qual foi em seguida submetido a purificacio.

A cromatografia do GH-HC - ]251 foi reali-
zada em coluna de vidro (1 x 55 cm) contendo Sephadex G.75
(Pharmacia) deareada e previamente equilibrada com TB 0,05 M pH8,6
com BSA 0,1% e azida sbdica 0,1%. Todo o conteido do tubo de
radfofodacdo fof colocado no topo da coluna e, logo apds sua
penetragdo no Sephadex, foram adicionados 0,3 m1 de solugédo
de iodeto de sddio (10 mg/ml). A seguir, a eluicdo foi inf-
cfada com TB 0,05 M pH 8,6 com BSA 0,1% e azida sédica 0,1%,
com fluxo de 0,5 m1/minuto, sendo os primeiros 6 ml do elufdo
desprezados. O restante foi coletado em aliquotas de 1 ml 2

cada 2 minutos (2070 Ultrorac I1, LKB, Bromma, Suécfa) em 80

tubos de vidro (15 x 100 mm) contendo 0, m} de solugio de
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BSA 2% em TB 0,05 M) pH 8,6 com azida sédica 0,1%.

A radioatividade dos 80 tubos foi determi-
nada por contagem de 10 pul1 do conteiido de cada tubo em'deteg
tor de cintilacao gama. Apds construgdo do gréfico expres-
sando a distribuigdo da radioatividade ao longo do volume e-
lufdo (Fig. 3). 2 picos foram constatados: o primeiro corres
pondendo ao GH-HC - ‘ZSI fntegro e o segundo ao ]251 Tivre.
Praticamente ndo foi observado pico de agregados do hormdnio
marcado. Os conteidos dos tubos que acusaram as 3 majores ati
videdes no primeiro pico foram misturados de modo a se obter,
no final, 3 ml de GH-HC - ]251 integro. Este foi, a seguir,

aliquotado em volumes de 0,1 ml e congelado a -20°C por um

perfodo de 30 dias.

0 controle de qualidade do GH-HC - lzsl pu

rificado consistiu em:

- 125
a) DETERMINACAO DO GRAU DE CONTAMINAGAO POR I LIVRE PELO
TESTE DO CARVAO

Este teste foi realizado da mesma maneira

que antes da cromatografia, s0 que agora adicionando-se 10 m

de GH-HC - 12°

1 dilufdos em 2,4 ml de tampio de ensafo 3 sus-
penslo -de carvdo. Para que o hormdnio marcado fosse conside
rado de boa qualidade, a porcentagem de radioatividade total
presente no sobrenadante (correspondente a0 125, livre) deve

ria situar-se abaixo de 20% (51).
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FIG. 3- CROMATOGRAFIA DO GH-HC-'251 EM SEPHADEX
6.75.
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b) AVALIAGAO DA IMUNORREATIVIDADE MAXIMA DO GH-HC - 257
PELA ADIGAO DE EXCESSO DE ANTICORPO

0s seguintes reagentes foram incubados, em
triplicata, por 20 a 24 horas 2 temperatura ambiente: 1)
tampdo de en;aio (100 p1); (2) anti-soro 72 (100 p} de solu
¢3o0 1/1000 em tampdo de ensa*o); (3) GH-KC - ]251 {100 w1
de solugdo 1/200 ewm tampdo de ensaio).

0 método de separagao do complexo antigeno
-anticorpo do antigeno livre,utilizado neste cono em todos
os demais ensaios deste projeto,consistiu na adigio de 1,0 ml
de solucdo de polietilenoglicol a 17% (PEG 8000, Sygma), pre
parada em tampdo de ensaio sem BSA e conservada a 4°C, Se-
guiu-se aAcentrifugaqio a 3000 rpm por 30 minutos » 4°C e de
cantagdo do sobrenadante, Apds contagem do precipitado, 0
grau de ligagdo maxima do hormdnio mar.ado ao anticorpo foi
determinado pela razao (radioatividade do precipitado/radioa
tividade total x 109), devendo situar-se acima de 80% para

125

que o GH-HC I fosse considerado de boa qualidade.

¢) ESTIMATIVA DA ATIVIDADE ESPECiFICA DO GH-HC - 1251 PELO

METODO DO AUTODESLOCAMENTO (25,49,63)

0s seguintes reagentes foram incubados, em
triplicata, por 20 a 24 horas a temperatura ambfiente: (1)
concentracdes crescentes de hormdnio marcado (100 p1 de solu

¢cdes 1/100, 1/75, 1/50 e 1/25 em tampdo de ensaio, cujas ati
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vidades foram previamente determinadas, a seguir denominadas
amostras desconhecidas) e de hormdnio "frio® (100 p1 de solu
¢des contendo 0, 1,25, 2,5, 5,0, 10, 20 e 40 ng/ml em tampio
de ensaio); (2) anti-soro 72 (100 p1 de solugdo 1/90.000 em
tampdo de ensaio); (3) GH-KHC - ]251 (100 p1 de solugdo 1/200
em tampao de ensaio}. Em 3 tubos (NSB), incubou-se apenas
tampao de ensaio (200 pl) e hormdnio warcado (100 pl) para
determinagao da ligagdo inespecifica.

Todos os tubos foram contados antes e apés
precipitagcdao com PEG para determinacao da radiocatividade to-
tal e do precipitado, respectivamente. A seguir, a razao ra
dfoatividade ligada/radioatividade total (B/T), utilizada pa
ra construgdo da curva dose-resposta da Fig. 4, foi calcula-
da para cada padrdo de GH "frio" e amostra desconhecida pela

equagao:

8 Bi (ou Bn) - NSB

t
"
b

100
T T

onde:

BY (ou Bn) = radioatividade do precipitado correspondente ao
padr3o 14 ng/ml de GH "frio” (Bi) ou & amostra
desconhecida n (Bn).

NSB = radfoatividade do precipitado correspondente ao tubo
NSB.

T = radfoatividade total,
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r

CONCENTRAGAO DE GH-HC-!251
PRESENTE NA
AMOSTRA DESCONHECIDA

cd

e

L L L

25 2,5 50 10 20 40
LOG [GH] (ng/mi)

FIG. 4 - CALCULO DA MASSA DE GH-HC-'251 PRESENTE

EM UMA AMOSTRA DESCONHECIDA PELA
TECNICA DO AUTO- DESLOCAMENTO.
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A concentracio do hormdnio marcado e, con-
seqiientemente, sua massa, presente nas diferentes amostras
desconhecidas, foi entio determinada por interpolagio de suas
respectivas razdes B/T a partir da curva dose-resposta. Foi
possivel, dessa maneira, correlacionar a massa e atividade do
tragador presente em cada amostra e construir o gréfico da
Fig. 5, a partir do qual a atividade especifica foi calcula-
da pela reciproca da inclinagdo da reta obtida por regressio

linear simples.

2

125
d) DETERMINAGAO DA ESTABILIDADE DO GH-HC- I CONSERVADO A

4°C E A -20°C

0s seguintes reagentes foram incubados, em
triplicata; por-zo @ 24 horas a temperatura ambiente: (1)
tampdo de ensaio (100 p1); (2) anti-soro 72 (100 pl1 de solu
¢3o 1/90.000, correspondente ao tubo Bo) ou tampio de ensaio
(100 pl, correspondente ac tubo NSB); (3) GH-HC-IZ% (100 1
de solugdo 1/200).

Apbs separacdo com PEG e contagem do preci
pitado, as porcentagens de ligacdo total (ZBo total), inespe
cffica (ZNSB) e especifica (%Bo especifica) foram calculadas

pelas equagbes:



MASSA DO TRM;ADOR
(pg.10-4)

’
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ATIVIDADE DO TRAGADOR (uCi.102)
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F1G. 5 - RELAGAO ENTRE A ATIVIDADE DE UMA
AMOSTRA DE GH-HC-'251 E SUA

RESPECTIVA MASSA DETERMINADA

PELA TECNICA DO AUTODESLOCAMENTO.
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radioatividade do precipitado do tubo Bo
IBo total = x 100

radioatividade total

radioatividade do precipitado do tubo RSB
INSB = x 100

radioatividade total

¥Bo especifica = 3%Bo total - ZNSB

Medidas seriadas ao longo de 30 dias apds
radiofodagio (Fig. 6) revelaram uma redugio lenta e discreta
dos 3 parimetros ao longo de todo o periodo, senrdo esta redu
¢30 um pouco mais acentuada a 4°C do que a -20°C. Estes dados

demonstraram uma mafor perda de imunorreatividade do hormd-

i

nio marcado a 4°C e, por 2sta razdo, as aliquotas de GH-HC-,'ZS I
conservadas a -20°C passaram a ser descongeladas e dilufidas
apenas na hora do ensaio, sendo desprezadas apds o término
deste.

125 125
e) COMPARAGAO DO GH-HC - I COM GH-NIH - 1

(PREPARACAO PARA RADIOIODACAO FORNECIDA PELO NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH E MARCADA NO HC-FMUSP)

0s seguintes reagentes foram incubados, em tripli-
cata, por 20 a 24 horas a temperatura ambiente: (1) padrdes
de GH "frio” (100 p1 de solugdes contendo desde O até 40 ng/m);

‘ 25
(2) anti-soro 72 (100 p1 de soluglo 1/90.000); (3) GH-HC- 11
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FiG. 6 - VARIAQAO DA PORCENTAGEM DE LIGAGAO TOTAL (e),

INESPECIFICA (e) E ESPECIFICA () AO LONGO DE
30 DIAS APOS RADIOIODAGAO DO GH-HC COM ESTE
CONSERVADO A 4°C(A) OU A -20°C(B).



¥

47

ou GH-NIH - ]251 (100 1 de solugdo 1/200). Em 3 tubos (NSB),

incubou-se apenas tampio de ensaio (200 pl) e hormdnio marca
do (100 p1).

Apds separagido com PEG e contagem do preci
pitado, as curvas dose-resposta para cada hormdnio marcado fg
ram elaboradas e comparadas entre si (Fig. 7). 0 paralelis-
m0 observado entre elas confirmou o comportamento idéntico
do GH-HC - '2°1 em relagio ao GH-NIW - '2O].

Oito processos de radioiodagao foram reali
zados em um perfodo de 9 meses, um a cada 45 dias aproximada
mente. Em dois, a eficigéncia de marcagio determinada pelo
teste do carvao foi inferior a 50% e, porisso, o material ra
diojodado ndo foi submetido a purificagcdo. Nos outros 6 pro
cessos, a eficiéncia de marcagido situou-se entre 64 e 71%, o
grau de contaminagido com ‘251 entre 4 e 15%, a imunorreativi
dade maxima entre 82 e 94% e a atividade especifica entre 124
e 157 pCi/pg, demonstrando a boa qualidade do GH-HC - 1251
para fins de RIE. N&o houve deterioracdo significante de ne

nhum destes parametros ao longo dos 9 meses, indicando ser o

nitrogénio 1iquido eficiente meio de conservagdo para o GH-HC,

2.1.3. Produclo de anti-soro anti-GH

A técnica de imunizacdo empregada para 2
producdo de anti-soro anti-GH baseou-se primariamente no mé-

todo de Vaitukatis e col. (76).
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Fl6. 7 - COMPARAC;KO ENTRE CURVAS DOSE - RESPOSTA

PREPARADAS COM GH -HC -125] (e—e) E
GH - NIN-'251 (a—a).
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Preparou-se,inicialmente,emulsd@o contendo

3 mg de GH (Kabi Diagnostica, Estocolmo, Suécia), 9 ml de 50
lugdo salina e 6 ml de adjuvante completo de Freund, seguida
de homogéniza;io em Vortex e repouso por 24 horas a 4°C para
confirmar a ndo separagdo das partes. Apds raspagem dos pe-
los do dorso, 3 coelhos da Nova Zelandia (fidade wédia de 3
meses) foram imunizados, cada anima)l recebendolao aplicagoes
intradérmicas de 0,1 ml da emulsdo em diferentes pontos do
dorso, correspondendo a 0,6 mg de GH. A cada 3 semanas, foi
realizada nova imunizagdo nas mesmas condi¢des que a primeira,
s que com emuisdo preparada com adjuvante incompleto de
Freund.

 Amostras de sangue foram colhidas através
da pungdo da Qeia central da orelha 10 dias apds cada imuni-
zacado. 0 sangue coletado foi deixado em repouso a 4°C por
48 a 72 horas para que houvesse retragao do codgulo, seguido
de separagdo do soro e diluigao do mesmo com tampdo de ensaio
na proporgdo de 1:1. Procedeu-se entio 3 titulagdo do anti-
-soro para se determinar s necessidade ou ndu de novas imuni
zacdes. Apbs a quarta imunizagcdo de um dos animais, foi fi-
nalmente obtido um anti-soro (anti-soro 72), cujas excelen-
tes caracteristicas foram demonstradas pelos testes de con—

trole de qualidade, Estes consistiram em:

a) DETERMINACAO DO TiTULO, O QUAL FOI DEFINIDO COMO A DILUI
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CAO FINAL DO ANTI-SORO CAPAZ DE LIGAR 50X DO HORMONIO
MARCADO EM CONDIGOES PRE~ESTABELECIDAS (54)

Os seguintes reagentes foram incubados, em
triplicata, por 20 a 24 horas a temperatura ambiente: (1)
tampdo de ensaio (100 yl); (2) diluigdes progressivas do
anti-soro 72 i100 pl de solucdo 1/30.000 até 1/1.920.000 em
tampao de ensaio); (3) GH-HC - ]251 (100 pl1 de solugdo 1/200).
Em 3 tubos, incubou-se apenas tampado de ensaio (200 p1) e
hormdnio marcado (100 pl1).

Apds separagdo com PEG e contagem do preci
pitado, os valores da %Bo especifica para cada diluigdo do
anti-soro foram calculados e expressos no grafico da Fig. 8.
0 titulo do anti-soro 72 foi entdo determinado pela diluigdo
final correspondente a 50% de ligagdo especifica, ou seja,

1/640.000.

b) CALCULO DA CONSTANTE DE AFINIDADE (K) PELO METODO DE
S8CATCHARD (67)

0s seguintes reagentes foram incubados, em
triplicata, por 20 a 24 horas a temperatura ambiente: (1)
concentragoes crescentes de GH "frio” (100 pl de solugdes con
tendo desde O até 40 ng/m1); (2) anti-soro 72 (100 y1 de so
Jugho 1/90.000) e (3) GH-HC - '2°1 (100 1 de solugdo 1/200)
Em 3 tubos (NSB), incubou-se apenas tampio de ensaio (200 yl)

¢ hormdnio marcado (100 pl).
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Todos os tubos foram contados antes e apés
precipitagio com PEG para determinagao da radioatividade to-
tal‘e do precipitado, respectivamente. 0s parametros radio-
atividade ligada/radioatividade livre (B/F) e concentragio
de hormdnio ligado ao anticorpo (b} foram calculados para cé

da padrio de GH “frio® pelas equagdes:

B (Bi -~ NSB)
F [T - (Bi-NSB)]
(Bi-NSB)
b = concentragdo de GH "frio" x —m—m—ro
T

onde:

Bi = radioatividade do precipitado correspondente 3 concen—
tracdo 1 ng/ml de GH "frio”;

NSB = radioatividade do precipitado correspondente ao tubo NSB;

T = radioatfvidade total.

A partir do grafico relacionando estes 2
par3metros (grifico de Scatchard, Fig. 9), o valor de K
(2,1 . 10'0 1/mole) foi determinado pela incliinaglo da reta

obtids por regressdo linear simples.

'¢‘~7‘:(-\. -..; -:,'\ ,~.' iR} ~pr . - P
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F1G. 9- DETERMINAGAO DA CONSTANTE DE
AFINIDADE (K) PELO GRAFICO DE
SCATCHARD.
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c) DETERMINAGAO DA IMUNORREATIVIDADE CRUZADA COM PADRJES
PUROS DE LH, FSH, TSH, PRL E HORMONIO LACTOGENICO PLACEN

TARIO (HPL) FORNECIDOS PELO NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH
(PREPARAGOES PARA RADIOIODAGAO)

0s seguintes reagentes foram incubados, ewm
triplicata, por 20 2 24 horas a temperatura ambiente: (1)
concentracbes crescentes de hormdnio "frio” em tampido de en-
saio (100 pl1) tais como 6H (0 até 40 ng/ml), TSH (até 2500 ng/ml),
HPL (até 10.000 ng/ml) e LH, FSH e PRL (até 2.000 ng/m) cada
um); (2) anti-soro 72 (100 p1 de solugdao 1/90.000) e ’3)
GH-HC - ]251 (100 pl1 de solugdo 1/200) e hormdnio marcado
(100 ul).

Apdos separagdo com PEG e contagem do preci

pitado, o grau de inibigdo da ligagdo méxima (B/Bo) foi de—

terminado para cada hormdnio pela equagdo:

B (Bi-NSB)
—_— 2 ————— x 700
Bo (Bo-NSB)

onde:
Bi = radfoatividade do precipitado correspondente 3 concen—
tragdo i ng/ml de hormdnio "frio”;

Bo = radioatividadé do precipitado correspondente 3 concen—
tragdo zero;

NSB = radioatividade do precipitado correspondente ao tubo NSB.
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A porcentagem de imunorreatividade cruzada
do anti-soro 72 para cada hormdnio foi entdo determinada pela
razao entre a concentragao de GH "frio” e a do hormdnio estu
dado necessirias para provocar 50% de inibigdo (2), ou seja,
B/Bo = 50% (Fig. 10). 0s seguintes valores foram encontrados:
LK < 0,3%, FSH < 0,3%, TSH < 0,3%, PRL = 0,6%, HPL < 0,1%.

As caracteristicas do anti-soro 72, compa-
réveis 3s descritas na literatura para anticorpos anti-GH de
comprovada eficacia (50), confirmaram a sua excelente quali-
dade, permitindo que ele fosse utilizado em todos os ensaios
deste projeto. Alfquotas de 0,1 ml foram liofilizadas e pos
teriormente conservadas a -20°C. A cada 6 meses, uma foi re
constituida e diluida 1/10 em tampao de ensafo, realiquotada
em volumes de 0,1 m) e recongelada a -20°C. A partir destas
G1timas alfquotas, solugdes 1/90.000 em tampdo de ensaio fo-
ram preparadas a cada 30 dias, conservadas a 4°C e utiliza—

das nos ensajos durante este periodo.

2.1.4. Método de separagdo do complexo antigeno-

-anticorpo do antigeno livre

A separagdo do complexo antigeno-anticorpo
do antfgeno livre foi realizada pela técnica deo polietileno-
glicol, descrita em 1971 por Desbuquois e Aurbach (14). Este
agente provoca a redugio da quantidade de &gua livre do sis-

tema, resultando em diminuigdo da solubilidade e precipitagio
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do complexo antigéuo-anticorpo (7). Suas principais vanta-
gens consistem em ser um método simples e de baixo custo e,
no caso do GH, promover a separagao instantinea e eficiente
do complexo antigeno-anticorpo do arntigeno livre. 0 grau re
lTativamente alto de ligagdo inespecifica, citado como a prin
cipal desvantagem deste método, nido parece comprometer signi
ficantemente a precisao de ensaios em que a capacidade de 1i
gagao total & maior do que 50% (7), como & o caso do RIE de
senvolvido neste projeto. Por estas razdes, o PEG foi esco-
lhido como método de separacao, ao invés de técnicas mais so
fisticadas tais como precipitacao com segundo anticorpo, as
quais exigem maior custﬁ e complexicidade.

A concentracao de PEG a ser adicionada ao
ensaio foi determinada por experimento que consistiu na incu
bacdo em triplicata, por 20 a 24 horas a temperatura ambien-
te, dos seguintes reagentes: (1) tampdo de ensaio (100 pl);
(2) anti-soro 72 (100 pl de solugao 1/90.000, correspondente
ao tubo Bo) ou tampio de ensaio (100 pl, correspondente ao

tubo NSB); (3) GH-HC - '2°

I (100 p) de solugdo 1/200). A
precipitagdo foi realizada com diferentes concentragdes fi-
nats de PEG (2 a 20%) dilufdo em tampdo de ensaio sem BSA,
pipetando-se 1,0 m1 do mesmo imediatamente apds adigdo de
soro humano (100 p1). Uma vez contados os precipitados, as

porcentagens de 1igacdo total, inespecifica e especifica fo-

ram determinadas para cada concentragdo de PEG e expressas
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no grifico da Fig. 11. 0 incremento da concentracio de PEG
acima de 102 resultou em aymentos muito pequenos da %Bo espe
cifica associados a elevagoes mais significativas da INSB, de
monstrando ndoc haver vantagem alguma em se utilizar concen-
tracdoes muito maiores do que 10X. Por esta razio, a concen-
tragao final de PEG foi fixada em 12,1%, sendo este valor
utilizado em todos os ensaios deste projeto.

A influéncia da concentragcdo proteica do
mefo sobre o grau de precipitacdo do complexo antigeno-anti-
corpo provocado pelo PEG foi estudada em ensaio no qual rea-
1izou-se incubagdo idéntica & do experimento anterior. Soro
humano ("pool" com concentragao proteica total = 7,0 g/dl,
imunologicamente negativo para hepatite B, sifilis e Chagas)
foi acrescentado 3 mistura de incubagio em volumes crescen—
tes variando de 0 até 200 pl, seguido da adicdo de 1,0 ml de
PEG (concentragao final 12,1%). Apds contagem do precipita-
do, as porcentagens de ligagao total, inespecifica e especi-
fica foram calculadas para cada volume de soro adicionado an
tes do PEG e expressas no grafico da Fig. 12. Na auséncia de
soro, a precipitagio do complexo antfgeno-anticorpo com PEG
foi muito pequena, aumentando substancialmente apds adigdo
de 25 pl de soro. Incrementos 2 partir deste volume resulta
ram em aumentos progressivos da %Bo total e ENSB, ao passo

que a %Bo especifica permaneceu praticamente constante. Estes

dados demonstraram claramente a necessidade de uma concentra
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cdo minima de pfoteinas séricas (1,2 mg/ml) para que a preci
pitagdo do complexo antigeno-anticorpo pelo PEG fosse comple
ta.

Com a2 finalidade de se igualar a concentra
c3o de proteinas séricas em todos os tubos de um determinado
ensaio, foi estchelecido que, antes da precipitagio com PEG,
seriam acrescentados 100 pl de soro humano (*pool" com con—
centragao proteica total variando entre 6,0 e 8,0 g/d1) nos
tubos correspondentes & curva-padrao (diluida em tampio de
ensaio), ;endo pipetados 100 pl de tampdo de ensaio nos tubos
correspondentes aos controles e amostras desconhecidas. Nos
casos em que houvesse necessidade de diluir estas amostras
com tampdo de ensaio antes de sua dosagem, seria adicionado,
antes do PEG, soro diluido em tampao de modo a completar ]

volume de soro presente em cada tubo a 100 pl.

2.1.5. Protocolo do RIE de GH

A elaboracao do protocolo do RIE de GH, des

crito na Tabela I, envolveu o estudo de diversos fatores:

a) PREPARAGAO DOS PADROES DE GH "FRIO”, CONTROLES E AMOSTRAS

Um padr3o de GH contendo 1 pg/ml (prepara-
do no dia da radiofodag3o) foi descongelado na hora do RIE e

dilufdo progressivamente em tampdo de ensafo até obtengdo de
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Tabela I - Protocolo do RIE de GH

Tubo Tanpio/PadrBo/Asostra Anti-soro 72 su-uc-lzsl Tampio/Sore PEC
(1/90.000) (1/200) (1)
(w1) () (nl) (»1) (s1)

Total 100
ass 200 (tamplo) 100 100 (soro) 1,0
Bo 100 {tampio) 100 100 100 (soro) 1,0
A 100 (padrin 1,25 ng/nl) 100 100 100 (soro) 1,0
B 100 {padr3o 2,5 ng/al) 100 100 100 (soro) 1,0
¢ 100 (padrdo 5,0 ng/»l) 100 100 100 (sore) 1,0
D 100 (padrio 10 ng/el) 100 100 100 (soro) 1,0
£ 100 (padrio 20 ng/nl) 100 100 100 (soro) 1,0
F 100 (padrio 40 ng/sl) 100 100 100 (soro) 1,0
Controle 100 (amostra) 100 100 100 (tampdo) 1,0
Asostra 100 (amostra) 100 100 100 (tasp3>’ 1,0

a) adiglo seqiencial, en triplicata, de tamplo de ensaio/padrio/amostra, anti-soro

72 ¢ GH-HC-IZSX , sequida de hosogenizagao em Vértex;
b) incubaglo por 20 a 24 horas a tesperatura asbiente;
¢) adiglo segliencial de taspio/soro e PEG, seguida de homogenizagdo ea ¥értex;
d) centrifugagho a 3000 rpm por 30 minutos a A%C;
e) aspiragdo do sobrenmadante;
f) contages do precipitade por 1 minuto es detector de cintilaglo gana;
g) anflise dos dados obtidos através do prograsa de computador RIA CALC.
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todos os pontos da curva (padrdes "frios* contendo 1,25, 2,5,
5,0, 10, 20 e 40 ng/m1). Apds o término do ensaio, estas S0

lugbes foram todas desprezadas.

0s controles (alto, médio e baixo), inclui

dos no infcio e no final de cada ensaio, foram preparados a

partir de 3 “pools" obtidos pela mistura de soros previamen-
te dosados,com concentragtoes de GH variando entre 20 a 25, 7
al0el a3 ng/ml, respectivamente. Aliqubtas dé 0,5 ml de
cada controle foram conservadas a -20°C até sua utilizagio no
ensaio, sendo desprezadas a seguir,

As amostras de soro a serem dosadas, mantidas
a -20°C desde a sua coleta, foram descongeladas no inicio do
ensaio e recongeladas apds o término deste, permitindo assim

a repeticdo da dosagem caso esta fosse necessdria.

12%
b) CONCENTRAGAO DO GH-HC - 1

Uma solugdo 1/200 em tampdo de ensaio foi
preparada na hora do RIE a partir de uma alfquota de 100 pl
de GH-HC - 1251 conservada a -20°C desde o dia da radicioda-
¢do, sendo ambas desprezadas apds o término do ensajo. Desta
solu¢do, um volure de 100 pl, correspondendo & uma massa de
0,07 ng e a uma atividade aproximada de 15.000 cpm, foi pipeta

do em cada tubo do ensaio, resultando am uma concentragdo fi

nal de 0,23 ng de tragador por ml da mistura de incubagdo.

f
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¢) DILUIGAO DO ANTI-SORO ANTI-GH

De acordo com Hunter (33), a diluigdo do
anticorpo a ser utilizada em um determinado ensaio deve re-
sultar em ligagado especifica ao redor de 65%. Baseado nesta
premissa, as solugdes 1/60.000 e 1/90,.000 do an:i-soro 72,
cujas respectivas %Bo especifica correspondiam a 65 e 62%, fo
ram incubadas com antigeno "frio” e marcado de acordo com o
protocolo da Tabela I, resultando em diluigdes finais do an-
ticorpo de 1/180.000 e 1/270.000, respectivamente. As carac
terfsticas das curvas dose-resposta assim obtidas (Fig. 13A)
foram comparadas pelos seus respectivos perfis de precisao
(Fig. 138), elaborados segundo os critérios de Rodbard (60).
A precisao intraensaio obtida com a diluigdao 1/90.000 foi
nitidamente superior & obtida com a solugdo 1/60.000, situan
do-se em nivel fgual ov inferior a 10% para concentragdes de
GH "frio” acima de 1,7 ng/ml. A sensibilidade, definida como
a2 dose minima detectdvel, também foi melhor com a solugao
1/90.000 (0,8 ng/m)) do que com 1/60.000 (1,3 ng/ml). Estes
dados permitiram concluir que a solugédo 1/90.000 resultava
em melhores caracteristicas do ensaiec e, porisso, ela foi
escolhida § utilizada em todos os RIEs de GH realizados nes-

te projeto.
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DO ANTI-SORO 72, '
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d) TEMPO DE INCU3AGAO

As caracteristfcas das curvas dose-respos-
ta elaboradas com e sem perfodo de pré-incubacao (Fig. 14A),
definido como a incubagao do antigeno "frio” com anticorpo
sem a adiqio_do tragador, foram comparadas pelos seus respec
tivos perfis de precisdo (Fig. 14B). A introducio de pré-in
cubagao por 1 hora, realizada a temperatura ambiente ou a
37°C, levou a uma redugao muito discreta da dose minima de-
tectdvel (0,7 e 0,6 ng/ml, respectivamente, comparadas com
0,9 ng/ml,obtida sem perfodo de pré-incubagdo), associada a
uma piora importante da precisao intraénsaio para concentra-
¢6es de GH "frio” acima de 10 ng/al. Por esta razio, os
RIEs de GH deste projeto passaram a ser realizados sem perfo
do de pré-incubagao.

Apbs adigao do hormdnic marcado, o tempo
de incubagdo necessario para que a reagdo atingisse o equili
brio foi determinado em diferentes condigbes de temperatura.
Neste experimento, os seguintes reagentes foram incubados,em
triplicata,a 4°C, temperatura ambiente e a 37°C: (1) tampdo
de ensafo (100 p1); (2) anti-soro 72 (100 ¥ de solugdo
1/90.000, correspondente ao tubo Bo) ou tampao de ensaio

V51 (100 p1

(100 pl1, correspondente 20 tubo NSB); (3) GH-HC -
de solugio 1/200). Apds diferentes perfodos de incubagdio (0
a 48 horas), foi efetuads a separagdo com PEG, seguida de

contagem do precipitado. 0 c&lculo da porcentagem de ligaglo
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total, inespecifica e especifica para cada tempo e temperatu
ra de incubagio (Fig. 15) permitiu concluir que (1) a reagio
atingiv o equilibrio mais rapidamente a 37°C (12 horas) do
que 2 4°C ou 2 temperatura ambiente (16 horas para ambos);

(2) a %Bo especifica observada no equilibrio durante incuba-
¢30 a temperatura ambiente (47%) fo: maior do que a 4° e 37°C
(43 e 41%, respectivamente); (3) a EZNSB durante incubagdo a
4°C e a temperatura ambiente foi semelhante (ao redor de 16%),
mas inferfor & observada a 37°C (ao redor de 17,5%). A partir
destes dados, ficou estabelecido que a incubagao dos RIEs de
6H seria realizada a temperatura ambiente por 20 a 24 horas,
ja que, nestas condigdes, a ZBo especifica era maior e a

%NSB permanecia em niveis aceitaveis.

e) PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS OBTIDOS

0s cédlculos da curva dose-resposta e da con
centracdo das amostras desconhecidas foram efetuados por um
programa de computagio denominado RIA CALC, formulado por
D. Gianella (comunicagdo pessoal) em 1982. Este programa ba
sefa-se na transformacdo logito-log, segundo os critérios pro
postos por Rodbard e col. (61).

Em todos os ensafos (exceto os correspon-
dentes ao c8lculo da atividade especifica e da constante de
afinidade), a curva dose-resposta foi ajustada a uma reta por

regressdo 1inear ndo ponderada a partir das equagdes:
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Logito (B/Bo %) = a + b.logi

B Bi-NSB

x 100
Bo Bo-NSB

onde:

Bi = radioatividade do precipitado correspondente 3 concen—
tragao i ng/ml do padrao de GH "frio";

Bo ou NSB = radioatividade do precipitado correspondente aos

tubos Bo e NSB, respectivamente.

As concentragdes das amostras desconheci-
das foram determinadas pelo cdlculo dos respectivos valores
logito (B/Bo %) e interpolagdo a partir da curva dose-respos

ta.

2.1.6. Caracterizacao do RI£ de GH

a) COMPARACAO COM PADRAO INTERNACIONAL PARA DETERMINACAO DE
PARALELISMO E POTENCIA

Em 3 ensaios diferentes, concentragdes cres-
centes de GH-NIH (preparagdo de referéncia fornecida pelo
National Institutes of Health) e GH-HC "frios” foram fincuba-
das com anti-soro 72 e GH-HC - ]251, obedecendo ao protocolo

da Tabela I. Apds sep@racio com PEG e contagem do precipita

do, as curvas dose-resbosta para cada hormdnio foram compara

- . . e ey
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das entre si para determinagido de paralelismo (confirmada por
inclinagoes idénticas das curvas) e poténcia. Esta #@ltima
foi calculada pela razio entre as concentragdes de GH-HC e
GH-NIH necessarias para provocar 50% de inibigdo da ligagio
mixima, ou seja, B/Bo = 50% (21).

A Fig. 16 mostra claramente o paralelismo
entre as 2 curvas, confirmando o comportamento idéntico dos
2 hormdnios. O cdlculo da poténcia revelou ser o GH-HC, em
média, 7% mais potente do que o GH-NIH, permitindo dessa ma-

neira a calibragdo correta dos padrdoes "frios" de GH-HC.

b) SENSIBILIDADE

A sensibilidade, definida como a dose mini
ma detectavel (DMD), fol determinada pela concentragdo de GH
que resultou em valor B/Bo estatisticamente diferente do
obtido para 2 dose zero (15). Assim,

(Bo-NSB) - 2 pP

DMD = concentragdao de G6H correspondente 2o logito — 4
(Bo -NSB)

onde:

Bo = média das contagens do precipitado em 9 replicatas do
tubo Bo;

DP = desvio-padréo de Bo;

NSB = contagens do precipitado do tubo NSB.
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FIG. 16 - COMPARAGAO DAS CURVAS DOSE-RESPOSTA
PREPARADAS COM PADROES DE GH - HC (eo—e)
E GH-NIH (&) "FRIOS",
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A sensibilidade, calculada em 12 ensaios,
foi de 1,1 + 0,08 ng/ml (média + erro padrido da média), sen
do considerada adequada para o estudo dos testes de 1libera-

¢do de GH,

¢) PRECISAO

A variagdo intraensaio intraamostra foi de
terminada pelo perfil de precisao (Figs. 13B e 14B), elabora
do de acordo com os critérios propostos por Rodbard e col.
(60). O coeficiente de variagdo (CV) para uma determinada

concentragdo de hormdnio "frio" foi calculado pela equagido:

sy
CVy = x 100
dy/dx

onde:

¢y = desvio-padrdo da resposta B/Bo coerrespondente 3 concen-
tragdo xy (determinada em triplicata);

dy/dx = inclinagdo da curva dose-resposta no ponto correspon

dente 3 concentragdo x.

Em todos os RIEs de GH, a varfagc3o intra-
ensajo situou-se em nivel igual ao inferior a 10% para con-
centragdes de GH acima de 1,5 - 2,0 ng/m1 e permaneceu a0

redor de 5% para valores entre 10 a 30 ng/ml, dintervalo que
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compreende 2 maioria dos picos de GH obtidos nos testes de
liberagao. Quando 9 replicatas do controle baixo (2,3 ng/ml),
médio (8,0 ng/ml) e alto (22,3 ng/ml) foram dosadas segiien-
cialmente em um unico RIE, o coeficiente de varfagio foi de
5,6, 4,7 e 4,2%,respectivamente. Nao houve alteragdo signi-
ficativa destes valores quando 4 replicatas foram determina-
das no infcio e 4 no final do ensaio, demonstrando a estabi-
1idade do RIE.

A variagao interensaio intraamostra foi
calculada por dosagens repetidas dos controles baixo, wédio
e alto em 12 ensaios sucessivos, resultando em valores de 19,4,

8,7 e 12,6% para concentragoes de 1,9, 8,3 e 25,2 ng/ml, respectivamente.

d) ESPECIFICIDADE

A especificidade, definida como o grau de
jnterferéncia provocado por substincias estranhas sobre a
reag3o antfigeno-anticorpo, foi estabelecida de acordo com os

critérios propostos por Yalow & Berson (78):

d1) Estudo dos efeitos ndo especificos do meio de incubagido

Uma possivel diivida surgida na elaboragio
do RIE de GH consistiu na diferenga existente entre a compo-
sigio do meio de incubagdo dos pontos da curva-padrio (ape—
nas tampdo de ensaio) e das amostras desconhecidas (tampdo de

ensaio mais soro), o que poderia invalidar a comparagdo da
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razao B/Bo das amostras desconhecidas como as da curva-padrao.

Para se avaliar esta possibilidade, foram
comparadas curvas dose-resposta preparadas com padrdes de
GH-HC “"frio” diluidos em tampdo de ensaio e em "stripper”
(soro com concentragao de GH < 1,2 ng/ml), obedecendo ao pro
tocolo da Tabela I. A Fig. 17 revela a identidade entre es-
tas 2 curvas, excluindo dessa maneira a presenga de efeitos
ndo especificos do soro sobre a reagio antigeno-anticorpo e
validando o protocolo do RIE de GH.

Neste mesmo experimento, a porcentagem de
ligagdo inespecifica, determinada pela incubagdo de tampdo
de ensaio (200 pul) e GH-HC - ]251 (100 ul1) por 20 a 24 horas
a temperatura ambiente, ndo foi significantemente diferente
da calculada pela incubagao de soro, tampao de ensaio e hor-
mdnio marcado (100 pl de cada), exibindo valores de 14,9 e
14,3%, respectivamente, Estes dados demenstraram a validade
de se utilizar o mesmo NSB para o cdlculo da curva-padrio e

das amostras desconhecidas.

dz) Recuperagio quantitativa

Neste experimento, padrdes de GH "frio”
(100 p1 de solugdes contendo desde 1,25 até 40 ng/ml em tam-
pio de ensajio} foram incubados em triplicata, por 20 a 24
horas a temperatura ambiente, com anti-soro 72 (50 p) de so-

Tugdo 1/45,000 em tampdo de ensafo) e GH-HC - 1251 (50 p?
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FIG. 17 - COMPARAGCAO ENTRE CURVAS DOSE -

| RESPOSTA PREPARADAS COM PADROES DE
GH "FRIO" DILUIDOS EM TAMPAO DE
ENSAIO (—) OU EM "STRIPPER" (a=a).
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de solug3o 1/100 em tampdo de ensaio), completando-se o volu
me final a 300 pl com tampdo de ensaio. Simultaneamente, os
mesmos padroes de GH "frio" foram incubados com quantidade
fixa e conhecida de GH (100 pl1 de soro contendo 5,3 ng/ml) e
volumes idénticos de anticorpo e hormbnio marcadc, sendo tra
tados como se fossem amostras desconhecidas.

Apdos separagao com PEG e contigem do preci
pitado, as concentragoes de GH presentes nestas amostras fo-
ram determinadas por interpolagdo a partir da curva dose-res
posta e comparadas ccm os valores esperados. A  existéncia
de uma relagdo linear tipo Y = X entre as concentragdes espe
radas e observadas (Fig. 18) confirmou a identidade entre es
tes 2 pardmetros e excluiv novamente a presenga de efeftos

n8o especificos do soro sobre a reagdo antigeno-anticorpo.

d,) Construgdo de curva dose-resposta com diluig3es progres

~

sivas de soro de paciente acromegilico

Neste experimento, padrdes de GH *frio" e
diluicbes progressivas (1/2 ate 1/32 em tampdo de ensafo) de
soro de paciente acromegidlico contendo 43,1 ng/ml de GH fo-
ram incubados com anti-soro 72 e GH-HC - 1251, obedecendo ao
protocolo da Tabela I, e utilizados para construgdo de curvas
dose-resposta, A identidade entre estas 2 curvas, demonstra
da na Fig. 19, excluiu & presenca de substincias estranhas

que pudessem interferir com a reacdo antfgeno-anticorpo nes-

tas condigdes.
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FIG. 18- RELAGAO ENTRE AS CONCENTRAGOES
ESPERADAS E OBSERVADAS DE GH
EM ENSAIO DENOMINADO RECUPERA-
GAO QUANTITATIVA.
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FIG. 19 - COMPARAGAO ENTRE CURVAS DOSE - RESPOSTA
PREPARADAS COM PADROES DE GH "FRIO"
(e—e) OU COM DILUIGOES PROGRESSIVAS DE
SORO DE PACIENTE ACROMEGALICO ( A=mb).
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 2.2. DETERMINAGAO DOS NIVEIS SERICOS DOS DEMAIS HORMO

NIOS

Todos os outros hormonios, com excegao da testoste

rona, foram dosados em duplicata no soro por "kits” comer-

ciais de RIE.

a)

b)

SmC

T

*kit®: "Sm-C Radioimmunoassay Kit” (Nichols Institut:
Diagnostics, San Juan Capistrano, CA, EUA).
caracteristicas: dosagem sem extragdo prévia; separa-
¢ao por segundo anticorpo.

sensibilidade: 0,1_U/m1.

varfacdo intra e fnterensaio: 5,0 e 5,2% para concen—
tragoes de 0,70 e 1,520 U/ml, respectivamente.
variagdo interensaio: 11,2, 9,4 e 9,0% para concen-

tragoes de 0,33, 1,3 e 3,2 U/ml, respectivamente.

"Kit" "GAMMACOAT '" [125£] T, Radioimmunoassay Kit"
(Ciinical Assays, Tr nol - Genentech Diagnostics,
Cambridge, MA, EUA).

caracterfsticas: fase s6lida (anticorpo ligado 3 pare-
de do tubo).

sensibilidade: 9 ng/dl:

varfacdo intracnsafo: 7,9, 5,6 e 3,1% para concen—

tracdes de 89, 169 e 449 ng/dl, respectivamente.

\ v
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"kit": “GAMMACOAT ™ [1251J Free/Total T, Radioimmuno

assay Kit" (Clinical Assays).

caracteristicas: fase sélida (anticorpo ligado & pare-
de do tubo).

sensibilidade: 0,5 pg/dl.

variagao intraensaio: 7,8, 3,2 e 4,0% para concen-
tragdes de 2,3, 7,8 e 13,2 pg/dl, respectivamente.

varia¢do interensaio: 7,1, 3.6 e 5,2% para concen-

tragoes de 2,8, 7,7 e 13,0 pg/dl, respectivamente.

TSH

"Kit": "GAMMADAB " HS [125¥) hTSH Radioimmunoassay Kit"
(Clinical Assays).

caracteristicas: separagdo por segundo anticorpo.
sensibilidade: 0,34 pUl/ml.

variagdo intraensaio: 4,6, 4,1 e 5,2% para concen-
tragoes de 2,6, 5,6 e 14,8 pUI/ml, respectivamente.
variacdo interensaio: 7,3, 5,3 e 5,3% opara concen-

tragdes de 3,0, 5,1 e 12,2 pUI/m1, respectivamente,

PRL

"kit": "GAMMADAB R [1251J Prolactin Radioimmunoassay
Kit” (Clinfical Assays).

caracterfsticas: separagdo por segundo antfcorpo.
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- sensibilidade: 1,6 ng/ml.

- variagdo intraensaio: 5,0, 2,9 e 5,3% para concen—
tracoes de 16,0, 41,4 e 116 ng/m), respectivamente.

- variagao interensaio: 5,1, 5,4 e 9,2% para concen-
tracoes de 11,7, 41,0 e 118 ng/ml, respectivamente.

- valores normais: calibrados pelo padrao da WHO Ist IRP

757504,

LH

- "kit": "GAMMADAB R [125£) LH Radioimmunoassay Kit"
(Clinical Assays).

- caracteristicas: separagds por segundo anticorpo.

-‘sensibilidade: 1,6 mUI/ml,

- variagdo intraensaio: 6,7, 8,4 e 8,8% para concen-
tracdoes de 16,9, 38,7 e 172 mUI/ml, respectivamente,

- varfagdo interenszio: 7,8, 4,2 e 7,3% opara concen-
tracdoes de 16,6, 40,6 e 150 mUI/m], respectivamente.

- valores normais: calibrados pelo padrd3o da WHO 2nd

IRP-HMG.

FSH
R [125
- "kit": "GAMMADAB ( ;] FSH Radioimmunoassay Kit"
(CYinfca) Assays).
- caracterfisticas: separagdo por segundo anticorpo.

- sensibilidade: 0,5 mUI/m}.
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- variagao intraensaio: 6,4, 6,6 e 5,6% para concen-
tragoes de 8,4, 24,4 e 49,6 wlUl/ml, respectivamen-
te. A

- variagado interensaio: 8,6, 5,5 e 9,4% para concentra
¢does de 8,1, 23,4 e 51,9 mUl/ml, respectivamente.

- valores normais: calibrados pelo padrdo da WHO 2nd IRP-

-HH4G,

Cortisol

"kit": "GAMMACOAT ™ (‘25£) Cortisol Radioimmuno;ssay

kKit” (Clinical Assays).

- caracteristicas: fase solida (anticorpo ligado & pare-
de do tubo).

- sensibilidade: 0,24 pg/dl.

- variagdo intraensaio: 7,9, 3,2 e 4,4% para concen-
tracdes de 3,8, 11,6 e 39,1 pg/dl, respectivamente.

- variagZo interensaifo: 9,7, 5,0 e 5,2% para concen-

tragdoes de 3,8, 11,4 e 38,1 pg/dl, respectivamente.

Estradiol

R
- "kit*: "Coat - A - Count Estradiol” (Diagnostic

Products Corporation, Los Angeles, CA, EUA).

caracteristicas: dosagem sem extragdo prévia; fase sé-

1ida (anticorpo 1igado & parede do tubo).

sensibilidade: 10 pg/ml.

varfacdo intraensafo: 11,4, 4,7 e 2,8% para concen-

\ ‘00'.*::!.’.-?"" . womry BE EMERE A LD ZLEAR/SP

OB
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trﬁcaes de 37, 111 e 295 pg/ml, respectivamente.
- variagdo interensaio: 13,7, 7,0 e 5,5% para concen-

tragoes de 81, 125 e 300 pg/ml, respectivamente.

J) Testosterona

0s niveis séricos de testosterona foram determina
dos por RIE segundo o método de Abraham (1), apés extragio
do soro com acetato de etila: hexana (3:2) e sem cromatogra
fia prévia. Antes de ser utilizado, o anti-soro (Radioassay
Systems Laboratories, Inc., Carson, CA, EUA)} foi testado, sen
do a sua especificidade considerada adequada. O0s padroes
*frios” foram obtidos da Sygma e o horménio triciado da Amersham.
A sensibilidade variou de 5,5 a 6,5 ng/dl, a variag3do intra-

ensado de 5,6 a 6,7% e a interensaio de 12 a 15%.

2.3. OUTRAS DETERMINAGOES LABORATORIALS

Todos os outros exames laboratoriafs foram finclui-
dos na rotina do Laboratorio Central do HC-FMUSP e determina

dos por técnicas consagradas na literatura (3,4,31):

a) hemograma completo: a contagem global foi realizada em
contador automatizado e a especifica em 1imina apés colo

ragBo com mistura de Romanowsky (Leishman);
b) glicemia plasmatica: método enzimdtico automatizado;

c¢) sbdio e potissio séricos: espectrofotometria de chama;

i
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d) uréia sérica: método enzimdtico da urease;

e) creatinina sérica: método colbrimétrico;

f) proteinas séricas totais: método do biureto;

g) albumina sérica: método do verde bromocresol;

h) calcio sérico: espectrofotometria de absorgao atdmica;

i) foésforo sérico: método de Fiske-Subbarow;

J) fosfatase alcalina: método enzimatico e cinético;

1) wurina tipo I: microscopia dptica;

m) exame parasitoldgico de fezes: método de Faust e Hoffmann;

n) caribtipo: andlise em cultura de 1infdcitos.

3. METODOS ESTATISTICOS

Os niveis de GH observados nos testes de toleran-
cfa & insulina e clonidina foram comparados e estatisticamen
te analisados pelo teste "U” de Mann-Whitney, o equivalente
néo paramétrico do "t" de Student, com poder de eficigncia
de 95% (43,70). Este teste foi escolhido por se tratar de
comparagio entre variaveis independentes, com nimero relati-
vamente pequeno de amostras, cuja distribuicdo ndo era pre—
viamente conhecida. As diferengas foram consideradas sfigni-

ficativas ao nfvel de 5% (p < 0,05),
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Todos os valores foram expressos como média +
erro padrio da média (EPM), inclusive os dados referentes

literatura.
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0s pacientes foram divididos em 2 grupos, de acor-

do com os dados obtidos na avaliagao clinica, laboratorial,

radioldgica e hormonal.

GRUPO 1: PACIENTES SEM DEFICIT DE GH

Foram inclufdos neste grupo 21 pacientes que preen

cheram 3 ou mais dos seguintes critérios:

b)

c)

d)

ausédncia de sinais tipicos de nanismo hipofisario;
ritmo de crescimento normal;
dosagem sérica normal de SmC;

pico de libera¢3do de GH maior do que 7,0 ng/ml em pelo

menos um teste de estimulo (ITT ou clonidina).

0s principais fatores que contribuiram para a bafxa

estatura destes pacientes foram:

a)

déficit de crescimento intrauterino, caracterizado como
altura inferior a 46 cm e peso abaixo de 2.500 g ao nas-
cimento para gestagdes a termo: 4 pacientes (FCS, MAN,

FFH e JCES);
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b)

c)

d)

e)

f)

ndo
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retardo puberal, caracterizado por inicio da puberdade
apés os 13 anos em menin.; e apds os 14 em meninos: 5 pa

cientes (SRC, SCN, AVC, JCES e AS);

desnutrigao discreta, caracterizada por baixa ingestao
proteica e proteinas séricas totais entre 5 - 6 g/dl: 7

pacientes (FCS, FFH, RTS, AAM, SRC, AVC e JCES);

doenga crdnica prévia (tuberculose pulmonar e Glcera duo

denal estenosante): 2 pacientes (JCES e AS);

nanismo primordial, caracterizade por retardo mental e

estigmas somdticos: 1 paciente (FCS);

baixa estatura familiar, caracterizada pela média da al-
tura dos pais inferior a 158 cm (correspondente ao per-
centil 10 da populagdo brasileira): 7 pacientes (FFH,

RTS, SCN, PMR, CAC, EZ e MBM).

Em 7 pacientes (JAM, ADO, AHM, MTT, JHS, MSP e JABA),
foi encontrada explicagdo para o déficit de crescimento.
AVALIAGAO CLiNICA (TABELAS 11 E 111)

1.1. IDADE E SEXO

Foram cstiudados 15 meninos e 6 meninas, com {dade

entre 2,9 e 17,5 anos.
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1.2. HISTORIA DO DEFICIT ESTATURAL

0 inicio do retardo de crescimento foi obsmwadodgi
de o nascimento até 3 anos antes da avaliagio inicial no HC-
FMUSP. Varios pacientes tinham sido previamente tratados com
vitaminas ou anabolizantes ndo hormonais, sem resultados sa-

tisfatdorios.

1.3. ANTECEDENTES INDIVIDUAIS

Todos os pacientes nasceram apos gestag¢des normais
a termo, exceto o paciente SCN, que nasceu prematuro (7 me-
ses) com peso de 1.800 g e aiiura de 37 c¢m. Quinze partos
foram por via vaginal, apresentagdao cefalica, apenas um domi
ciliar, enquanto que 6 mdes foram submetidas a cesdrea. Duas
criangas (FCS e JCES) apresentaram cianose na hora do parto
e 5 (FCS, MAN, FFH, SCN e JCES) nasceram com peso menor do
que 2.500 g e altura abaixo de 45 cm.

Foram observados retardo do desenvolvimento neuro-
psico-motor em 4 pacientes (FCS, RTS, SCN e JCES) e baixo
aproveitamento ~scolar em 2 (FFH e RTS}). As condigies de
nutricdo foram consideradas inadequadas em 7 criangas (FCS,
FFH, RTS, AAM, SRC, AVC e JCES) e as de afetn domiciliar em
apenas 1 (JCES).

0s pacientes JCES e AS tinham sido previamente sub

metidos a cirurgias de {lcera duodenal estenosarte e pneu-
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mectomia direita por tuberculose pulmonar, respectivamente.
A maioria referia verminose anterior tratada,

Doze pacientes relataram inicio do desenvolvimento
puberal entre Y e 17 anos, sendo este considerado retardado
em 4 (SCN, AVC, JCES e AS). A menarca tinha ocorrido apenas

em MBM aos 12 anos.

1.4. ANTECEDENTES HEREDITARIOS

A média da altura dos pais foi menor do que 158 ¢m
em 7 pacientes (FFH, RTS, SCN, PMR, CAC, EZ e MBM}, ndo sendo
possivel determinar a idade em aue teve inicio a puberdade
paterna ou materna. Apenas os pais de FCS eram consangiinens
(primos em 12 grau), enquanto que s0 JHS tinha um irmio com
nanismo (hipofisario). N@o foram detectadas outras patologias
familiares que pudessem auxiliar no diagndostico da causa da

baixa estatura.

1.5. INTERROGATORIO COMPLEMENTAR

Nio foram observados sintomas importantes referen-
tes aos sistemas neuroldgico, cardio-respiratorio, gastro-in
testinal, dsteo-articular ou enddcrino em nenhum dos pacien-

tes estudados.

fpm— e e e
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1.6. EXAME FISICO

A altura varicu entre 1,3 e 4,2 DP e 0 pestc entre
0,7 e 3,4 DP abaixo da média para sexo e idade.

0 exame clinico de FCS revelou retardo do desenvol
vimento neuro-psico-motor associado a2 hipotonia global e es-
tigmas somaticos como palato ogival, retrognatia, filtro na-
sal curto e esbogo de sinofris. No paciente MAN, faoram de-
tectados pectus escavatum e prega simiesca e, em JABA e EZ,
nevos em tronco e padlato ogival. Os demais pacientes nao
apresentavam estigmas ou anormalidades importantes,

0ito meninos e 1 menina ndao mostravam nenhum sinal
de puberdade ao exame fisico, sendo clacsificados como Grupo
1A (Tabela I). Nos outros 12 pacientes, incluidos no Grupo
1B (Tabela 11), foi detectada pubarca em todos, telarca res
5 meninas e testiculos com dimensoes maiores do que 2,5 ¢ ros

7 meninos.

2. AVALIAGAO LABORATORIAL E RADIOLGGICA GERAL (TABELAS IT E
111}

As proteinas séricas totais estavam discretamente
diminuidas em 4 pacientes (FCS, FFH, SRC e AVC), sendo detec
tada hipoalbuminemia em apenas um (FCS). Foi constatada ane

mia hipocrdmica microcitica em 4 pacientes (FCS, AMM, AV(L e
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TABELA 11 - Dados clinicos e laboratoriais em pacientes pré-pGberes sem déficit de
GH (Grupo 1A)

Nome  Sexo Idade Peso Altura 1dade Idade Riteo Hemog. Prot. Alb.

cron. ) 1) estat, gssea cresc. tot.

(anos) (kg) (-DP) (ca) (-0P) (anos)  (anos)  (cmfano)  (gfdl)  (g/dl) (g/dl)
FCS ] 2,9 10,2 2,6 85,0 3,1 1,7 1,5 0 10,2 s,3 3,2
LLL ] 9,0 22,0 1,1 122,0 1,9 7,0 7 5,6 13,9 1,6 4,3
FFH ] 9,1 19,0 1,7 114,3 3,3 5,7 6 6,3 13,5 5,8 3,9
RTS [ 11,0 18,7 1,8 129,0 3,0 6,5 10 5,2 12,4 6.1 4,0
JAM L 11,0 31,1 0,7 131,7 1,8 8,5 8 3,3 12,6 7,0 4,0
£0 | 12,1 26,8 1,2 138,32 1,3 10,0 10 2,1 12,3 7,6 4,1
AAM ] 13,0 25,2 1,8 130,0 3,1 8,2 8 4,2 12,6 6,5 3,8
SRC ] 14,5 24,3 2,8 123,3 5,5 7,2 10 5,1 13,3 5,6 4,3
AHK F 7,9 19,5 1,% 1121 2,8 5,2 4 5,1 11,2 6,9 4,0
Normal 12-16 6-8 3,5-5,0

(1) Desvio-padrio em relagio 3 média para sexo e idade segundo as tabelas de Marques e col. (45},

- AL PSS "
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TABELA IIT1 - Dados clinicos e laboratoriais em pacientes piberes sem déficit de GH
(Grupo 1B)

Nome Sexo Idade Pese Altura Idade Idads Ritwo Hesog. Prot. Riz,

cron. ) { estat. {ssea cresc. tot.

{anos) (kg) (-DP) (co) (-OP) (anos)  (amos) (csfano) (g/dl)  (g/dl) (g/<!)
NTT L 12,8 34,4 0,7 140,1 IS 10,5 9 6,6 12,7 6,5 4,2
JHs ] 13,0 28,7 1,6 132,5 2,8 8,7 9 9,5 14,1 6,3 8,3
nse ] 15,4 39,1 1,8 152,8 2,2 13,0 11 8,2 12,3 6,2 4,0
SCN N 15,0 34,0 1,9 142,6 2,9 11,5 12 8,4 13,8 6,0 [
PHR ] 15,2 30,0 2,6 142,0 315 11,0 10 5,3 12,7 7,1 5,2
AVC ] 16,5 39,7 2,1 146,5 3,4 12,0 13 0,8 11,9 5,7 3,8
Jé:ES L] 17,5 30,1 3,2 141,4 4,2 10,7 13 3 12,0 1,2 4,1
CAC F 9,7 31,2 0 128,0 1,% 8,0 9 4,5 14,1 7.0 k,3'
JABA F 11,8 25,2 1,8 126,5 3,3 1,7 11 4,4 13,1 6,7 3.7
£? F 11,9 25,7 1,6 136,0 2,1 9,5 10 6,! 11,5 6,7 8,8
NBM F 13,1 31,3 1,2 138,4 2,7 10,0 12 6,9 12,6 6,1 3,5
AS F 15,8 25,2 3.4 141,7 2,8 10,5 11 4,8 13,5 7,5 [
Normal 12-16 6-8  3,5-5,0

(1) Desvio-padrio em relagao X média para sexo e idade segqundo as tabelas de Marques e col. (45).
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EZ) e verminose em 5 (RTS, JHS, MSP, AVC e AS).

Todos o0s outros exames laboratoriais gerais, bem
come o Rx de craniu e o cariotipo (este @ltimo realizado ape
nas em MAN, AHM, JABA e EZ) mostraram-se normais.

0 Rx de maos e punhos revelou retardo da idade os-

sea em todos os pacientes, sendo compativel com a idade esta

tural em 13 casos.

3. AVALIAGAO HORMONAL BASAL (TABELAS IV E V)

As concentragoes séricas de T3, T4 e TSH apresenta
ram-se dentro dos limites da normalidade em todos os pacien-
tes, assim como a SmC, quando correlacionada com a idade cro
nologica e sexo.

No Grupo 1A, a testosterona e o estrediol situaram
-se em nivel inferior a 27 ng/dl e 10 pg/ml, respectivamente.
Ja no Grupo 1B, os valores de T foram sempre maiores do que
60 ng/d1,enquanto que os de E2 permaneceram abaixo da sensi-
bilidade do ensaio (10 pg/ml). Foram detectados niveis séri

cos normajis de LH e FSH em todas as meninas piberes,
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TABELA IV - Avaliagdo hormonal basal em pacientes pré-piuberes
sem déficit de GH (Grupo 1A)

Kome Sul T T TSH T 1
3 o 2
(u/nl) (ng/dl)  {ng/dl) (ku1/el}  (ng/dl) (pg/al)
FCS 0,90 (1) 180 9,0 2,1 13,6
(0,08-1,1) "
AN 1,2 183 10,1 2,9 16,0
(0,22-2,8)
FFH 6,2 181 10,9 3,3 20,56
(0,22-2,8)
RTS 2,9 188 10,7 4,2 20,0
(0,22-2,8)
JAM 2,7 180 9,0 1,0 11,0
(0,22-2,8)
ADO 2,8 170 11,0 2,6 25,0
(0,28-3,7)
AAM 1,6 181 9,6 2,3 25,0
(0,28-3,7)
SRC 2,9 184 10,0 1,2 26,0
(0,90-5,6)
AHM 0,60 152 8,7 1,4 < 10
(0,41-4,5)
Normal 80-200 4,5-11,5 0,8-5,0 3-27 < 10

(1) Valores normais para sexo e idade cronolégica.
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TABELA ¥ - Avaliagdo hormonal basal em pacientes piberes sem
déficit de GH (Grupo 1B)
hoze SaC 1 T TSH T
. 3 4 £,
(u/m1} (ng/dl}  (rg/dl) (w1/e1)  (ng/dl)  (pg/el)
nTT 1,7 () 160 8,0 1,0 542
(0,28-3,7)
JHS 1,5 178 9,7 1,6 153
(0,28-3,7)
nsp 2,3 160 ) 458
(0,91-3,1)
SCH 2,5 185 9,8 4,5 257
(0,90-5,6)
PMR 2,8 195 11,2 1,8 65
(0,91-3,1)
AVC 6,1 188 10,0 3,0 445
{0,91.3,1)
JCES 1,3 168 9,5 3,7 76
(0,91-3,1)
CAC 3,7 200 8,2 1,7 <10
(0,41-4,5)
JABA 1,5 190 11,0 2,9 <10
{0,99-6,8)
£2 2,0 150 9,0 1, <16
(0,99-6,8)
11 6,8 183 8,4 3,0 <10
(1,20-5,9)
AS 1,6 160 10,0 1,5 <10
(0,714,1)
Normal 80-200 4,5-11,5  0,8-5,0 > 50 < 82

(1) valores normais para sexo e idade cronolégica.
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4. TESTES FARMACOLGGICOS DE ESTIMULO

4.1. TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (TABELAS VI, VII
E VIII)

Em todos os testes, foi obtida hipoglicemia igual
ou inferior a 45 mg/dl, considerada estimulo efetivo para a
liberacao de GH. Todos os pacientes queixaram-se de mal-es-
tar geral, nauseas, sudorese e sonoléncia, n3o sendo necessd
rio, no entanto, interromper o teste devido & perda de cons-
ciéncia em penhum deles.

Trés pacientes (FFH e ADO do Grupo 1\ e AVC do Gru
po 1B) apresentaram niveis basais elevados de GH, provavel-
mente devido a "stress” na hora do teste, e, porisso, foram
excluidos da comparacdo com os demais. 0s outros 7 perten-
centes ao Grupo 1A partiram de concentragdes basais de GH
menores do que 3,0 ng/ml. Apds administragdo da insulina,es
tes niveis elevaram-se acima de 7,0 ng/m} em 5 (71,4%). A
média dos picos de GH, incluindo o doente JAM no qual nio hou
ve aumento dos niveis hormonais durante o teste, foi de
10,3 + 1,7 ng/ml.

No Grupo 1B, 11 pacientes partiram de concentragdes
basatis de GH inferiores a 3,6 ng/ml. Apds o estimulo hipogli
cémico, estes niveis ultrapassaram 7,0 ng/ml em 10 (90,"%). A
média dos picos de GH foi de 15,3 + 2,8 ng/ml, nado sendo es-

tatisticamente diferente (p = 0,47) da obtida no Grupo 1A.
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TABELA VI - Niveis de GH em condigbes basais (B) e de pico (P) em pacien-

tes sem deficit de GH

Pacientes pré-plteres (Grupo 1A) Pacientes piberes (Grupo 18)
Gh (ng/ml) GH (ng/al)
Nome 171 Clonidina Nowe 17T Clernidina
B(l) P B P B P B P
FCS 3,0 10,3 2,3 11,4 NTT < 1,2 7,2 1,2 <1,?
MAN 1,1 12,2 1,3 13,3 JHS 2,0 6,1 <1,0 15,6
FFH 8,9 12,6 1,5 9,8 Hsp 1,6 16,3 1,2 1,6
RTS 1,8 6,1 <1,1 11,5 SCN 1,4 26,9 1,8 30,4
JaK 3,0 3,3 1,3 23,6 PHR < 1,3 33,4 <1,3 38,0
ADO 9,2 21,8 <1,2 4,0 AVC 13,9 9,2 2,1 6,7
ARM 1,5 11,6 1,6 2,3 JCES 3,6 21,2 1,6 4,6
$RC <1,1 16,9 1,1 22,9 cAC 1,8 10,1 1,1 15,4
AHN 1,8 11,7 2,5 12,6 JAdA 1,9 8,2 <1,2 3,9
£z < 1,3 7,1 1,3 5,6
[ED < 1,3 21,1 1,5 3,5
AS 1,3 11,1 2,1 18,6
Hédia(z) 1,9 10,3 1,5 14,8 1,7 15,3 1,6 12,2
EPM 0,30 11,7 0,16 2,4 c,2u 2,5 g,1¢C 3,5
(1) Média das concentragdes de GH nos tempos de -30 e 0 sinutos.
(2) Para o chlculo da média, as concentragdes de GH que cairas abalxo da sensibilidade foran

consideradas iguais 2o valor da sensibilidade do respectivo ensaio.

(3) 0s pacientes FFH, ADD e AYC foram excluidos do cilculo das médias no 1TT por apresentares

valores basais elevados de GH,
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TABELA VII Niveis séricos de GH nos testes de tolerancia a insulina e clonidina
em pacientes pré-piberes sem déficit de GH (Grupo 1A)
Nome Dosages 1TT (0,1 U/kg) Clonidina {0,0375 mg/a')
=30 0 15 30 &5 60 S0 -30 0 30 69 92 122
(1) o
FeS GH(Z) 3,5 2,5 2,2 10,3 8,7 8,0 5,7 3,2 1,4 1,5 11,4 s,1 1,7
6 79 85 30 38 53 72 48
AN GH 1,1 <1,1 <141 5,8 4,7 6,2 12,2 1,2 1,5 1,6 1,7 7,9 12
6 8% 77 30 54 54 69 53
FEH 6H 9,5 8,3 6,5 12,6 8,7 3,6 2,7 1,8 <1,2 4,2 <1,2 9,8 <.
G 87 8} 22 49 55 77 74
A1s AH 2,6 <1,1 <1,1 2,2 8,3 <1,1 6,1 <1,1 <1,1 4<,1 <,1 11,5 3
6 81 78 55 45 71 73 71
A GH 3,1 2,9 1,8 1,6 1,6 3,3 1,6 <1,2 1,4 <1,2 5,1 23,5 7
6 88 88 20 38 54 19 58
100 61 7,3 11,1 1,2 21,8 17,2 2,3 9,0 <1,2 <1,2 <1,2 3,0 4,0 <
6 88 8! 47 45 53 69 60
AN GH 1,3 1,8 2,4 <1,3 8,7 11,6 s,8 1,6 1,6 3,5 2,3 6,0 r
6 93 92 21 40 59 92 73
SR GH <,1 <1, <1,1 5,1 5,9 16,9 8,7 <1,1 1,2 1,3 1,7 15,2 22,
G 87 90 36 27 53 67 53
AHN GH 2,0 1,6 1,8 3,7 8,2 11,7 10,2 2,8 2,2 1,6 12,5 5,8 <.
6 77 74 37 14 - 51 41
3
Nédia( ) GH 2,1 1,7 1,6 4,2 §,3 8,4 7,9 1,7 1,4 1,5 6,9 10,3 E..
EPM 0,37 r27 0,21 1,2 1,2 2,0 1,4 0,26 0,11 0,25 2,5 2,0 i,
(1) GH (ng/el).
(2) Glicemia (mg/dl}.
(3) Para o cilculo das nédias, as concentragdes de GH que calran abaixo da sensibilidade foras considera-

das iguais ao vaior da sensibilidade do respectivo ensaio.
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TABELA VIII
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Niveis séricos de GH nos testes de tolerancia & insulina e clonidina

em pacientes piuberes sem déficit de GH (Grupo 1B)
Nose  Dosagem Tt (0,1 U/kg) Cloricina {5,0375 mq/s’)
-30 0 15 30 45 60 g0 -30 0 30 60 %0 120
.
- GH(Z) 1,2 <€,2 <,2 1,2 1,9 1,2 6,1 <i,2 1,3 <1,2 <,2 - <2
6 80 82 19 28 42 45 52
1 6H 1,9 2,0 2,2 61 3,1 2,2 <,0 <1,0 <1,6 1,5 154 14,0 6,2
G 91 85 43 39 57 6 73
xsp GH 1,6 <1,2 <1,2 10,9 17,6 163 9,6 1,2 <1,2 <I,2 <,2 1,6 1,1
6 73 74 30 40 56 i 74
s 6N 1,6 1,4 2,06 1,4 181 259 156 ',8 1,9 2,7 30,4 24,7 10,0
& 83 80 59 &4 50 72 77
oe GH <1,3 <1,3 €,3 11,3 2,8 2,2 33,4 <13 <,3 9,2 38,0 2,1 13,0
6 81 77 3% 39 36 25 kb
e GH 15,6 12,2 &7 28 7,2 91 8,2 1,8 2,5 1,6 <1,0 6,1 6,7
' 6 7% 75 40 27 49 45 69
JEES 1Y 3,7 35 66 2,2 n,2 81 50 1,5 1,8 1,3 &6 3,6 1,
6 89 96 54 34 51 60 63
eac 6H 201 1,6 1,6 1,5 5,5 7,6 10,01 1,3 0,9 1,2 2,0 16,6 &
6 83 79 45 38 66 78 84
1488 GH 1,2 2,6 2,0 2,0 8,2 &5 1,8 <1,2 <1,2 1,4 3,9 1,4 <1,2
6 95 90 45 a8 77 84 87
- GH <1,3 <,3 <,3 36 56 63 6,7 1,3 1,3 <1,3 2,0 56 1,5
6 87 84 44 40 62 72 g4
- GH <1,3 9,3 2,6 2,1 19,3 13,2 17,0 1,4 1,7 1,5 2,1 2,5 3,5
6 68 73 46 36 39 57 69
. &H 1,2 1,6 <1,2 1,4 8,4 11,1 5,1 1,8 2,3 2,7 18,6 3,7 2,3
€ 93 9% 40 27 5 66 86
3
nedi,( ) H 1,6 1,7 2,0 7,3 12,0 12,6 10,1 1,6 1,5 2,2 10,0 9,6 4,
£on 0,22 0,22 0,45 2,3 2,1 2,6 2,8 0,08 0,14 0,63 36 2,8 1,
(1) 6H (ng/ul).
(2) Glicemia (mg/dl).

(3)

Para o cSlculo das médias, as concentragdes de GH que cairam abaixo d2 sensibilidade foras considera-

das iguais ao valor da sensibilidade do respectivo ensaio.

R
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Em ambos os ¢ upos, a concentracao mixima de GH ocor
reu entre 30 e 90 minutos apds injegdo da insulina, mais fre
quentemente no tempo 60 (7 pacientes).

0 cortisol sd foi dosado no paciente FCS, mostrando

uma resposta normal ao estimulo hipoglicémico (Tabela XVI).

4.2, TESTE DA CLONIDINA (TABELA VI, VII E VIII)

Na maioria dos testes, houve discreta redugao dos
niveis pressdricos associada a leve sonoléncia, ocorrendo en-
tre 60 e 120 minutos apds administragdo da clonidina. A que
da foi de 10,9 + 1,8 mmHg para a pressao sistélica e de
5,9 + 1,1 mmHg para a diastdélica.

Todos os pacientes partiram de niveis basais de GH
inferiores a 2,5 ng/ml. No Grupo 1A (9 pacientes), 2 respos
ta a3 clonidina foi maior do que 7,0 ng/ml em 8 (88,9%). Con
siderando todos os 9 pacientes, a media dos picos de GH foi
de 14,8 + 2,4 ng/ml, nao sendo estatisticamente diferente
(p = 0,26) da obtida no ITT.

No.Grupo 1B (12 pacientes), a clonidina  promoveuy
incremento na concentragdo de GH acima de 7,0 ng/ml em apenas
5 (41,7%). A média dos pico de GH, incluindo os 7 pacientes
com resposta inferior a 7,0 ng/ml, foi de 12,2 + 3,5 ng/ml,
nio sendo estatisticamente diferente da obtida no mesmo teste
no Grupo 1A (p = 0,28) nem da observada no ITT no Grupo 1B

(p = 0,15). Entretanto, os nfveis de GH observados nos dife
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rentes tempos do teste da clonidina foram discretamente infe
riores aos do ITT (Fig. 20).

Em ambos os grupos, a concentragao mixima de miocq:
reu entre 60 e 120 minutos apds administrag3o da clonidina,

mais freqientemente no tempo 60 (9 pacientes).

4.3. TESTE DO TRH ASSOCIADO A0 LHRH

Este teste sO foi realizado no paciente FCS, reve-
lando respostas hipofisadrias normais de LH, FSH, TSH e PRL.
Os niveis basais elevados de PRL deveram-se provavelmente a

"stress" na hora do teste (Tabela XVI).

5. SEGUIMENTO (FIGS. 21 E 22)

Todos os pacientes apresentaram ritmo de crescimen
to adequado, com excegao de FCS e ADD. Durante a evolugio,
foi observada pubarca em ADO aos 12,5 anos e inicio da puber
dade em SRC aos 14,8 anos, permanecendo pré-piberes os demais
componentes do Grupo 1A, Ja no Grupo 1B, houve progressao

discreta dos sinais puberais em todos os pacientes.

e .
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FIG. 20 - NIVEIS SERICOS DE GH { MEDIA* ERRO PADRAO
DA MEDIA) NOS TESTES DE TOLERANCIA A

INSULINA (o—e) E CLONIDINA (—a) EM
PACIENTES PUBERES SEM DEFICIT DE GH.
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GRUPO 2: PACIENTES COM DEFICIT DE GH

Foram incluidos neste grupo 10 pacientes que preer
cheram 3 ou mais dos sequintes critérios:
a) presenga de sinais tipicos de nanismo hipofisario;
b) ritmo de crescimento reduzido;
¢) donsagem sérica diminuida de Swm(;

d) pifo de liberagdo de GH menor do que 5,0 ng/ml em 2 tes-

tes de estimulo (ITT e clonidina).

A etiologia do distidrbio hormonal foi considerada
idiopatica em todos os pacientes com excegao de FSGS, na qual
foi diagnosticado craniofaringioma. Entretanto, suspeitau-se
de doenga hipofisaria familiar em 4 (ARC, PCS, CC e JAS) de-
vido & presenga de consangiiinidade entre os pais.

Em 4 pacientes (RJISC, PCS, CAN e FSGS), foi feito o diag
nostico de deficiéncia hipotalamica-hipofisaria multipla pelos niveis
séricos baseis reduzidos de T3 e T4 e/oy respostas subnormais
dos demais hormoniocs hipofisarios aos estimulos de hipoglice

mia, TRH e LHRH., O0s outros 6 pacientes (ARC, FK, AMAS, WL,

€C e JAS) foram classificados como déficit isolado de GH.

1. AVALIAGAO CLINICA

1.1. IDADE E SEXO

Foram estudados 7 meninos e 3 meninas, com jdade

entre 5,0 e 16, anos.

R L e e e
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1.2. MISTORIA DO DEFICIT ESTATURAL

0 retardo de crescimento foi notado pelos familia-
res nos primeiros & anos de vida. Com excegao dz vitaminas,
nenhum paciente tinha recebido qualquer tratamento antes de

praocurar o HC-FMUSP.

1.3. ANTECEDENTES INDIVIDUAIS

Todas as gestagOes evoluiram sem intercorréncias,
com duragdao de 9 meses. Os 10 partos foram por via vaginal,
sendo 3 pélvicos e associados a cianose dg¢ recém-nascido.

Apenas 1 crianga nasceu com peso inferior a 2.500 9
e nenhuma com altura abaixo de 48 cm., Foi observado retar-
do do desenvolvimento neuro-psico-motor no paciente PCS e um
baixo aproveitamento escolar em RJCS e PCS. As condigbes de
nutrigao foram consideradas inadequadas em 4 criangas (PCS,
WL, CC, CAN) e as de afeto domiciliar em apenas 1 (ARC). Nio
foram relatadas outras patologias importantes em npenhum dos
doentes, a naoc ser criptorquidia tratada com Pregnyl em AMAS,
asma bronquica em RJCS e verminoses prévias.

Dois pacientes (JAS e FSGS) referiram inicio do de
senvolvimento puberal aos 14 e 15 anos, respectivamente, sen

do os demais pré-piberes.

(EOLHQQ. T T ) l
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1.4, ANTECEDENTES HEREDITARICS

A média da altura dos pais fai menor do que 158 e¢m
em apen.s 1 paciente (FSGS), sendo observada consangiinidade
entre os pais de 4 (ARC, PCS, CC e JAS}. Foi relatado nanis

mo acentuado (n3o investigado) s0 em 1 irmdo de ARC, nio sen

do referidas outras patclogias relewntes nas demais fami-

lias.

1.5. INTERROGATORIO COMPLEMENTAR

A paciente FSGS apresentava polidipsia, polidria,
nictiria e hemianopsia bitemporal nao associada a cefaléia.
Nenhum dos outros doentes referia sintomas neuroldgicos, de

hipotireoidismo ou de hipocortisolismo.

1.6. EXAME FISICO

Sete pacientes (ARC, RJSC, FK, PCS, CC, CAN e JAS)
apresentavam sinais tipicos de nanismo hipofisaric como nariz
em sela e adiposidade abdominal, associados a pele ressecada
e reflexo aquileu lentificado em 2 (RJSC e PCS). Ndo foram
detectadas outras anormalidades em nenhum dos pacientes, a
nio ser presenga de fronte olimpica e esclera azulada em CC.

Seis meninos e 2 meninas foram considerados pré-pu
beres ao exame fisico, sendo classificados como Grupo 2A (Ta-

bela IX). No Grupo 2B (piiberes), constituido por apenas 2
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elementos (Tabela X) a paciente FSGS apresentava pubarca e
telarca (estadio 11 de Tanner), enquanto que JAS tinha testi

cuios com 3,2 cm de diametro.

2. AVALIAGAO LABORATORIAL E RADIOLOGICA GERAL (TABELAS IX
E X)

As proteinas séricas totais encontravam-se diminui
das em 4 pacientes (PCS, WL, CC e CAN), sendo detectada hipo
albuminemia discreta em apenas 1 (CAN). Foi constatada ver-
minose em 3 pacientes (WL, CC e FSGS) e graus variaveis de
anemia normocitica normocromica ou microcitica hipocromica em
todos, com excegdo de FK. 0s demais exames laboratoriais es
tavam dentro dos iimites da normalidade.

0 Rx de cranio de FSGS revelou sela tdrcice com di
mensdes aumentadas, desdobramento do asscalho, e calcifice¢d
suprasselar, sendo confirmado o diagndstico de tumor cistico
com extensdo intra e suprasselar pela tomografia computadori
zada. Nos demais pacientes, o estudo radioldgico ndo mostrou
anormalidades ao nivel da sela tircica.

A idade Ossea estava retardada em todos os pacien-
tes, ndo sendo compativel com a idade estatural em apenas 2

(AMAS e WL).
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TABELA IX - Dados clinicos e laboratoriais em pacientes pré-piberes com déficit de
GH (Grupo 2A)

Nome Sexo Idade Peso Altura Idade Idade Fitmo Hemog.  Prot. Als.

cron. ) ) estat. bssea cresc. tot.
(anos) (kg) (-bP) (co) (-DP) (anos)  (anos) (cw/ano) (g/dl) ({g/d)) (g/él;

MRC N 9,7 15,7 2,h 98,6 56 3,2 3 4,2 11,9 6.5 81
RISC M 10,0 25,0 0,8 114,8 3,5 5,7 5 2,0 11,0 6.1 3,0
FX W 10,0 2,2 0,8 1192 2,8 6,5 7 5,5 13,2 8,4 4,5
PCS M 12,8 19,4 2,6  I13,0 5,4 5.5 6 1,6 10,4 5,5 30
AMAS M 14,0 21,0 3,0 12,2 52 7,2 10 2,9 11,4 6,4 5,0 ‘
WM 153 29,0 2,7 133,1 &7 9,0 12 1,2 11,4 5.8 3,5 j
e F 5,0 12,2 2,1 87,6 4,7 2,0 2 1,5 11,3 5,0 3,7
CAN  F 9,6 10,3 3,5 84,7 85 1,7 1,5 2,8 10,3 5,0 3.4 T
Norma! 12-18 6-2  3,5-5.0 “

A

R aabt et em e

(1) Desvio-padr3o em relagdo 3 médiz para sexo e idade sequndo 25 tahelas de Marques e col. {45},

AL S-S SN
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TABELA X - Dados clinicos e laboratoriais em pacientes piberes com déeficit de GH
(Grupo 2B)

Nose  Sexo Idade Peso Altura 1dade Idade Ritwo Feaog., Prot. Alb.

cron. m estat, éssea tresc. tat.

{anos) (kg) (-DP) (s} (-DP) (aros)  (anos)  (cefano) (g/dl}  (g/dl) (g/dl)
JAS l L] 14,5 21,5 3,1 120,9 5,8 6.7 9 3,2 11,7 6,3 4,0
FSCS  F 16,1 25,7 3,b  128,8 6,8 8,2 9 2,8 1c,9 6,2 o4
Norsal 12-16 6-8 3,5-5,0

(1) Desvio-padris es relag3o 3 média para sexo e idade szgundo as tabelas de Fargques e col.

(45;.

APART I PR IR T MR 7
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3. AVALIAGAO HORMONAL BASAL (TABELAS XI E Xil)

A SmC, quando correlacionada com a idacde cronolégi
ca e sexo, mostrou-se diminuida em todos os pacientes. Niveis
séricos reduzidos de T3 e/ou T4, associados a valores normais
de TSH, foram observaedos em 3 (RJSC, PCS e FSGS), confirman-
do a presenga de hipotireoidismo secundario.

A testosterona sérica situou-se em nivel inferior
a 27 ng/d)l em todos os meninos do Grupo 2A, enquanto que, no
Grupo 2B, JAS mostrou um valor de 50,1 ng/dl. Ja o estradiol
sérico caiu abaixo da sensibilidade do ensaio (10 pg/ml) em

todos os pacientes de ambos 0s grupos.

4. TESTES FARMACOLOGICOS DE ESTIMULO

4.1. TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA  (TABELAS XIII,
XIV E XV)

Niveis de glicemia inferiores a 40 mg/dl ocorreram
entre 15 e 30 minutos apds administragao da insulina em todos
os testes. Apesar dos sintomas desagradaveis de hipoglicemia
observados em todos os pacientes, ndao foi necessario inter—
romper o teste devido a perda de consci&ncia em nenhum.

Com exceGao de JAS, todos os pacientes partiram de

niveis basais de GH iguais ou menores do que 1,0 ng/ml, ndo
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TABELA XI - Avaliagdo hormonal basal em pacientes pré-piberes
com déficit de G (Grumo 2A4)

Nome SaC 1 T TSH
3 ‘ T E,
(u/»1) {ng/dl) (ug/dl) (wu1/dl)  (ngfdl}  (pg/mi)
ARC 0,11 W 100 7,7 4,2 16,0
(0,22-2,8)
RJSC < 0,10 122 3,7 2,9 g,2
(0,22-2,8)
FX < 0,10 147 1,5 3,7 6,6
(0,22-2,8)
PCS 0,13 75 4,0 2,7 13,0
(0,28-3,7)
AMAS 0,14 156 11,5 1,0 25,0
(0,90-5,6)
WL <0,10 98 7,4 4,2 23,0
(0,91-3,1)
cc < 0,10 135 8,c 1,7 <1
(0,18-2,4)
CAN < 0,10 97 g3 2,0 <10
(0,61-4,5)
Normal 80-200 4,5-11,5  0,8-5,0 3-27 <10

(1) Valures normais para sexo e idade cronolégica.

el G XAl S




TABELA XIT -

Avaliagdo hormonal beczl em pacientes plberes com

déficit de GH (Grupo 28)
Nome SnC 13 TA TSH T EZ
(u/ml) (ng/d1) {rg/dl) (uu1/dl) (ng/dl) (pg/al}
JAS 0,10 (1) 97 10,7 2,2 50,1
(0,90-5,6)
FSGS 0,10 37 3,9 2,7 < 10
(0,71-6,1)
Normal 80-200 4,5-11,5 0,8-5,0 > 5¢ < 82

{1) Valores normais para

sexoe ¢ idade cronoldcica.

115
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havendo incrementos acima de 1,4 ng/ml apds o estimulo hipo-
glicémico em nenhum. No pacientes JAS, a concentragao de GH

elevou-se de um basal de 1,9 ng/ml para um miximo de 3,5 ny/ml

no tempo 30.

No Grupo 2A, a média dos picos detectados apds in-
jegdo de insulina foi de 0,89 + 0,08 ng/ml, estatisticamente
menor (p < 0,01) do que a obtida no Grupo 1A. Houve uma dis
criminag3o completa entre os niveis de GH observados nos di-
ferentes tempos do ITT no Grupo ZA quando comparados com os
do Grupo 1A (Fig. 23).

Ndo foi calculada a média dos picos nem realizada a
comparagdo estatistica do Grupo 2B com os demais, j& que este
era constituido por apenas 2 pacientes que, além de  tudo,
apresentavam secre¢des nitidamente diferentes de GH.

Nos pacientes em que houve discreto aumento dos niveis
de GH durante o teste, os valores maximos foram observados
entre 30 e 90 minutos.

Com relacdo ao cortisol (Tabela XVI), os niveis sé
ricos basais mostraram-se normajs em todos os pacientes, Apds
estimulo hipoglicémico, a resposta foi considerada subnormal
em apenas 3 (RJSC, PCS e FSGS), confirmando a deficiéncia do
hormdnio adrenocorticotrdfico (ACTH) ou do horménio libera

dor do ACTH (CRF).
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TABELA XIII - Niveis de GH em condigdes basais (B) e de pica (P}
em pacientes com déficit de GH

Pacientes pré—piberes (Srupo 24A) Pacientes piberes [Grupo 28)
Niveis de GH (ng/al) Wiveis de GH (ng/ml)
Nome I Clonidina Noms ITf Clonidina
1
B( ) p B P B P 8 P
ARC 0,6 0,8 < 0,6 1,0 F565 1,0 0,9 1,2 1,7
RJSC 0,6 1,4 0,9 1,0 s 1,8 3,5 .6 4.8
FX <0,9 0,9 <6,8 ¢,8
PCS 1,0 1,0 0,9 1,2
AMAS 0,7 0,8 0,6 2,3
WL <0,6 0,8 1,3 1,3
C <0,6 0,7 (UR) 0,7
CAN <0,6 0,7 a,7 0,8
. 12)
pédia 0,70 0,89 0,8t 1,1
EPM 0,05 0,08 0,08 0,18

(1) média dos niveis de GH nos tempos de -30 e 0 sinytos.
(2) Para o cSlculo da média, as concentragdes de GH que cairas abaixo da sensibili-
dade forae consideradas iguais 20 valor da sensibilidade do respectivo ensaio.
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TABELA XIV - Niveis séricos de GH nos testes de tolerancia & insulina e clonidina
em pacientes pré-piberes com déficit de GH (Grupo 2)

Nose Dosages 1T (0,1 Y/kq) Clanidina  {C,0275 »g/a")
-30 0 15 30 [ 60 30 -3C 0 30 65 S0 129
(1)
ARE GH(Z) 0,7 <,68 <0,6 0,6 <0,6 <«0,6 0,8 «<0,6 <0.,6 1,2 0,8 0,9 1,0
[ 72 61 k1] 30 32 38 43
LS GH o6 ©07 1,0 1,3 o©8 1,2 1,4 09 03 69 1,0 1,0 0.9
] 86 86 40 25 32 38 40
" GH ©,5 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <09 <0,9 @9 &9 <09 .9 <09
G 89 82 26 29 40 80 -
ch GH 1,1 0,9 1,0 90,8 0,7 0,8 1,0 09 0,9 1,2 0,7 29,9 0,9
G 75 73 43 36 36 49 35
MRS GH 0,8 0,6 0,6 <0,6 0,8 0,8 0,8 0,6 <0,6 2,3 1,0 1,6 2,3
6 77 78 50 30 39 R? 67
. GH <06 <,6 06 07 <6 07 08 1,1 1,6 1,3 €56 <,6 0,2
6 104 72 48 39 b 51 56
c GH <0,6 <0,6 ,6 0,7 - 0,6 <0,6 0,6 <0,6 - 0,3 [ 0,6
G 81 76 34 32 42 34 -
GH 0,6 <0,6 <G,6 0,7 8,5 <5,6 <08 LR <06 <55 <2 1,5 <03
CAN 6 56 58 28 11 17 22 27
neaial) o 0,73 0,68 ©,73 0,78 0,71 0,77 0,85 0,80 G683 1,2 0,77 0,9 1,0
€PN 0,06 0,00 0,06 0,08 004 0,07 009 0,06 0,12 0,20 0,5 0,11 0,3

(1) GH (ng/ml).
{2) 6licemnia (mg/dl).

(3) Para o cilculo das wédias, as concentragdes de GH que cairan abaixo da sensibilidade foram considera-
das iguais ao valor da sensibilidade do respectivo ensaio.
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TABELA XV - Niveis séricos de GH nos testes de tolerancia a insulina e clonidina
em pacientes piberes com déficit de GH (Grupo 28)

Nose  Dosages 111 (0,1 U/kg) tlonidina (0,0375 wg/e’)
-30 0 15 30 45 60 S0 -30 0 33 60 90 120
(1
FSGs GH(Z) i,2 <0,9 <@,9 <0,9 <0, <p,9 <9,9 1,4 1,1 1,3 1,7 i,6 1,2
G 78 74 7 24 28 33 36
s GH 1,7 2,1 2,9 3,5 2,6 2,1 2,8 1,8 1,1 1,6 4,8 3,7 2,0

6 88 82 35 26 53 46 62

{1) ©H {ng/sl).

(2) Glicemia (mg/dl). :

———a . mm
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4.2. TESTE DA CLONIDINA (TABELAS XIII, XIV E xv)

Houve redugdo de 10,8 + 2,8 e de 5,0 + 1,6 mmHg nos
niveis da pressdo arterial sistdolica e diastdolica, respecti-
vamente. Esta queda ocorreu entre os 60 e 120 minutos do tes
te e foi acompanhada por leve sonoléncia, de maneira seme lhan
te & observada no Grupo 1.

Todos os pacientes partiram de concentragdes basais
de GH iguais ou inferiores a 1,4 ng/ml. Apds administracgio
da clonidina, ndo houve incremento acima de 2,3 ng/ml em ne-
nhum, com exce¢do de JAS, que éostrou um valor maximo de
4,8 ng/m} no tempo 60.

No Grupo 2A, a média dos picos pds-clonidina foi
de 0,81 + 0,08 ng/ml. A andlise estatistica mostrou que es-
te valor era menor {p < 0,01} do que o observade no mesmo
teste no Grupo 1A, mas ndo diferente (p = 0,37) do obtido no
ITT no Grupo 2A. Houve também uma discriminagdo completa en
tre os niveis de GH observados nos diferentes tempos do tes-
te da clonidina no Grupo ZA quando comparados com os do Gru-
po 1A (Fig. 23).

No Grupo 2B, nao foi calculada a média dos picos
nem realizada a comparagao estatistica com os demais grupos
pelas razdes anteriormente especificadas.

0s tempos de pico, nos testes em que houve discreto

aumento dos niveis de GH, ocorreram entre 30 e 90 minutos apds
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DA MEDIA ]} NOS TESTES DE TOLERANCIA A
INSUL!NA (e—e,0=—0) E CLONIDINA { bkttt )

EM PACIENTES PRE-PUBERES SEM DEFICIT
(e—e,b—4) E COM DEFICIENCIA (o—o, A~ ) DE GH.

.
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administragao da clonidina, sendo mais precoces do que no

Grupo 1.

4.3. TESTE DO TRH ASSOCIADO A0 LHRH (TABELA XVI)

Todas as dosagens basais de TSH, PRL, LH e FSH fo-
ram normais, com excegdo do valor elevado de PRL observado
nos pacientes PCS e FSGS, sugestivo de distdrbio hipotalami-
co.

Apos estimulo com TRH, os incrementos do TSH e PRL
foram considerados subnormais em apenas 1 (CAN) e 2 (FSGS e
CAN) pacientes, respectivamente, indicando uma baixa reserva
hipofisaria destes hormdnios. Em RJSC, a resposta exagerada
do TSH sugeriu um distdrbio hipotalémico.

Com excecao de CAN (teste nio realizado), todos os
pacientes responderam ao LHRH com elevagdao dos niveis séricos
de LH e FSH, excluindo uma deficiéncia hipofiséria total des
tes hormdonios. O aumento das gonadotrofinas foi considerado
normal nos 2 pacientes piberes, ao passo que, nas criangas
pré-piiberes, ndo foi possivel avaliar o grau de resposta, ja
que, nesta fase, a hipofise normal pode nido responder ao es-

timulo agudo com LHRH,
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TABELA XVI - Resposta do cortisol (F)}, TSH, PRL, LH e FSH aoc estimulo hipo-

glicémico, TRH e LHRH em 11 pacientes com baixa estatura

T (0,1 U/kg)

. e

Nome TRH {200 kg) LheH (128 g}

glic. {wgfdl) _F (ug/dl) TSH {uuI/ml) PRL frg/al) LH (w1/0}) FSH (sil/s}

B(l) N(Z) 8 P(a) ] P 8 P B P B P
FCS 82 30 16,5 20,0 2,2 26,0 34,6 98,6 3,0 21,6 5,1 10,0
ARC 66 30 20,5 30,4 4,2 12,0 5.6 29,3 5,8 12,3 1,9 5,7
RJSC 86 25 6,0 5,3 2,9 58,3 8,7 29,1 1,4 12,2 2,8 10,5
FX 85 26 8,3 25,6 3,5 16,9 h,9 31,1 2,0 4,9 0,8 2,0
PCS 74 36 8,8 12,8 2,2 - 32,1 55,4 5,6 11,7 3.8 6,4
ANAS 77 30 16,0 34,0 1,6 4,8 - - 4,6 28,0 3,3 4,8
L 18 88 39 7,1 1,0 4,2 23,8 8,1 19,6 9,9 30,9 6,7 13,8

18 3 13,0 27,0 1,6 7.8 7,1 13,7 3,0 8,6 3,6 9.4

CAN 57 11 21,5 32,0 2,8 4,9 5,0 7,5 - - - -
JAS 85 26 10,1 20,1 1,1 10,3 ~ - 4,4 26,7 2,7 8,5
FSGS 76 rd 6,7 15,0 2,8 25,5 2,1 21,2 11,6 25,2 12,7 27,5
Norsal  70-11C 5-17  16-42 1-§ 6-30 2-16 16-98 3-17 13-97(5} 2-§ —!9(5)
(1) Basal = média dos niveis hormonais no tespos de -30 e 0 einutos.
(2) Nadir.
(3) Pico de concentragio horasonal apds estisulo.
(4#) Vvaleres normais segundo Nery (52).
(5) Respostas normais para pacientes plberes.
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5. SEGUIMENTO (FiGS, 21 E 22)

Todos os pacientes foram sequidos por um periodo
minimo de 6 meses, com excegao de FSGS, a qual foi submetida
a cirurgia transfenoidal 3 mese- apos a avaliagao inicial,
sendo confirmado o diagndostico de craniofaringioma. Neste
periodo, a unica medica¢ao administrada foi 1-tiroxina (50 a
100 pg por via oral) aos pacientes com hipotireoidismo con-
firmado laboratorialmente.

Com excegao de ARC e FK, todos os demais pacientes
apresentaram ritmo de crescimento reduzido, sendo que apenas
WL entrou em puberdade aos 15,7 anos. Apds iniciado trata-
mento com GH extraido de hipofises humanas no HC-FMUSP (0,1 U/kg
de peso administrados por via intramuscular 3 vezes por semana),
houve aceleragao da velocidade de crescimento em RJSC, CC e

CAN.
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A clonidina, ac¢ministrada na dose oral de 0,15 mg/m’,
€ comprovadamente um potente agente estimulador da secregio
de GH. Isto foi demonstrado pela primeira vez por Gil-Ad e
col, (23,24) em 1979, que observaram picos de GH acima de
10 ng/ml (média + erro padrao da média: 34,4 + 4,5 ng/ml) em
todos os elementos de um grupo de 18 criangas e adolescentes
com baixa estatura sem distarbio endécrino. fm escudo semzthan
te, Romero e col. (63) relataram picos de GH de 21,9 + 4,0 ng/al,
com resultados falso-negativos (resposta menor do que 7,0 ng/ml)
em 14,2%.

Em trés estudos (16,39,66) em que o teste da cloni
dina (0,15 mg/m’) foi comparado com o ITT (0,1-0,15 U/kg ou
4 U/m®) em pacientes com nanismo nao hipofisirio, foi obser-
vado maior pico de liberagao de GH, associado a menor inci—
déncia de re-ultados falso-negativos, no primeiro teste. Sal
ti e col. (66) relataram picos pds-clonidina de 13,7 + 1,9 ng/ml,
sendo menores ou fguais a 8,0 ng/ml em 9,7% dos pacientes., Ja
Fraser e col. (16) n3o encontraram respostas inferiores a
7,5 ng/ml em nenhum teste da clonidina, cuja média dos picos

foi de 18,8 + 1,6 ng/m1. Picos muito mais elevados durante
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este teste (36,5 + 9,9 ng/ml) foram observados por Lanes e
col. (39) no unico estudo em que apenas criangas pré-piberes
foram avaliadas, com 5,8% de respostas inferiores a 10 ng/my.
A eficiéncia de liberagao de GH provocada pela clonidina foi
considerada equivalente e nao superior & do ITT em apenas um
trabalho (30), que consistiu na investigagao de 64 pacientes
com baixa estatura em diversos centros da Gra-Bretanha. En-
tretanto, algumas objegbes foram feitas quanto & validade dos
resultados deste (Ol1timo estudo, j3 que as dosagens de GH fo-
ram realizadas en diferentes laboratorios e os pacientes nem
sempre estavam em jejum no dia do teste da clonidina (16).

0 teste da clonidina (0,15 mg/m’) tambédm mostrou-se
superior ao do 1-dopa (120-250 mg ou 300 mg/r’) e ao da argi
nina (0,5 g/kg). Em dois estudos (62,71) realizados em paci
entes com nanismo nao hipofisario, foi observado maior pico
de liberagao de GH (16,2 + 0,95 e 13,1 + 1,756 ng/ml) e menor
indice de resposta inferior a 7,0 ng/ml (6 e 0%, 6 respectiva—
mente) no teste da clonidina,

Devido & ocorréncia de hipotensao por vezes severa
(47) associada & dose de 0,15 mg/m®, a clonidina foi testada
em quantidades menores com o intuito de se reduzir a incidén
cia de efeitos colaterais e, ao mesmo tempo, manter eficién-
cia adequada de liberagdo de GH. Romer e col. (62) estudaram,
em 1982, a secregdo deste ho mdnio em pacientes com nanismo

nio hipofisario apés administragdo de 0,05, 0,10 e 0,15 mg/m°
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de clonidina, nao observando diferengas estatisticamente sig
nificantes nas respostas obtidas com estas 3 doses. Neste
mesmo ano, Laron e col. (41) propuseram a realizac3o Jo teste
da clonidina com a dose fixa de 0,025 mg e compararam-no com
o ITT (0,1 U/kg). Em 12 pacientes com baixa estatura consti
tucional, sem mengao ao estagio puberal, os autores relata—
ram picos de GH e resultados falso-negativos (resposta menor
do que 10 ng/ml) de 21,8 + 4,9 ng/ml e 16,7% para o ITT, e
de 30,6 + 8,8 ng/ml e 8,3% para a clonidina, sendo este alti
mo associado a redugdes da pressio sistolica de 5 a 10 mmHq,
Concluiram, portanto, que a clonidina, mesmo na pequena dose
de 0,025 mg, era um agente liberador de GH mais potente do
que o estimulo hipoglicémico.

Entretanto, dois estudos subsegiientes (11,40), rea
lizados em grupos de criangas pré-puberes com nanismo ndo hi
pofisario, demonstraram que o teste da clonidina com dose in
ferior a 0,15 mg/m’, embora adequado para avaliar a reserva
hipofisidria de GH, nao era tao eficiente quanto inicialmente
proposto por Laron e col. (41). No trabalho realizado por
Dammacco e col. (11) em 1983, o teste da clonidina (0,035 mg/m’)
foi comparado com o da arginina (0,5 g/kg). 0s resultados
revelaram picos de liberagdo de GH semelhantes (16,7 + 2,44 ng/m)
para a clonidina e 15,69 + 2,56 ng/ml para a arginina), mas
menor incidéncia de resultados falso-negativos (pico<7,0 ng/ml)

no teste da clonidina (16,7%) do que na arginina (25%). Houve
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reducdo dos niveis presséricos pos-clonidina de 11,5 i 0,8 mmH g
para a sistolica e de 7,5 + 0,7 mmHg para a diastélica. Ja no
estudo de Lanes e col. (40), publicado em 1985, a clonidina
foi testadi nas doses fixas de 0,100 e 0,050 mg (correspon-
dentes ,em média, a0,119 e 0,0619 mg/m”, respectivamente) en
10 (Grupo A) e 14 {(Grupo B} criangas, respectivamente. Os
picos de GH foram de 14,5 + 2,0 e 11,6 + 1,6 ng/m] nos Grupos
A e B, respectivamente, com indice de respostas subnormais
{menores do que 10 ng/ml}) de 10 e 36%. Houve decréscimo se-
melhante da pressdo arterial nos 2 grupos, variando de 14 a
15,3 mmHg para a -sistdolica e de 2,3 a 4,0 mmHg para a diasté
lica. Neste mesmo trabalho, 9 criangas com baixa estatura
idiopatica foram estudadas com uma dose de 0,100 pg/m’ de
clonidina e uma Gnica coleta de sangue aos 60 minutos, sendo
observados picos maiores ou iguais a 10 ng/ml em todas.

0 teste da clonidina com a dose de 0,0375 mg/m® foi,
neste projeto, avaliado no que diz respeito a3 eficiéncia
de liberagao de GH e a incidéncia de efeitos colaterais inde
sejaveis, particularmente hipotensdo e sonoléncia. Para tap
to, ele foi comparado com o ITT (0,1 U/kg), considerado por
muitos autores o teste padrao de avaliagdo da reserva hipo-
fisaria de GH (32,48,58). O0s 2 testes foram vrealizados em
grupos distintos de criangas e adolescentes, para se estudar
também a possivel influéncia da puberdade sobre a resposta

do GH 3 clonidina,
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A avaliagao clinica, laboratorial e radioldgica ge
ral obedeceu as recomendagbes propostas por Underwood & Van
Wyk no que se refere a investigagdo diagnostica de

criangas

com baixa estatura (74). As dosagens basais dos horménios
tireoidianos, gonadotrofinas e SmC contribuiram para descar-
tar a presenga de hipotireoidismo, disgenesia gonadal em me-
ninas piberes e nanismo hipofisario, respectivamente.

0 ITT foi padronizado segundo critérios previamen-
te estabelecidos na literatura (18,20,35,36,56,59,64,72,77),
com coletas de sangue até os 90 minutos apds administragio da
insulina, ja que, neste teste, o pico de GH geralmente ocor-
re entre os 30 e 90 minutos. A coleta nio foi continuada até
os 120 minutos para nao perpetuar em demasia os efeitos cola
terais desagraddveis associados @ hipoglicemia, observados
em todos os pacientes.

0 teste da clunidina foi realizado com a dose ds=
0,0375 mg/m’, escolhida por corresponder a exaiamente um
quarto do valor inicialmente preconizado na literatura (0,15 mg/m®)
e ser proxima da dose de 0,035 mg/m*, ja previamente testada
e associada a bna eficiéncia de liberagdo de GH e baixa inci
déncia de efeitos colaterais (12). Foi ponderado também qde,
embora criasse problemas na hora de sua preparagdo, a dose
deveria ser corrigida para a superficie corpdrea, de modo
que todas as criangas recebessem,proporcionalmente, a mesma

quantidade da droga.
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A transformagdo da clonidina em pé e posterior dj-
luicao em agua foi a dnica maneira simples encontrada de se
preparar diferentes micro-doses da droga, individualizadas
para cada paciente, ja que o menor comprimido comercializado
contém 0,1 mg. Embora ndo se conseguisse uma solugio comple
tamente homogénea de clonidina em agua, este procedimento fa
cilitou também a administragdo da droga a criangas que se re
cusassem aengolir o comprimido.

As amostras de sangue apods administracdo da cloni-
dina foram coletadas a cada 30 minutos durante 2 horas, ja
que, em todos os estudos prévios (11,16,23,30,39,40,41,62,63,
66, 71), o pico <de GH ocorreu entr2 60 e 120 minutos. 0O fato
de que os tempos de coleta nao foram idénticos neste teste
e no ITT ndo invalida a comparagao entre eles, ja que corres
pondem a estimulos provocativos diferentes da secregio de GH,
embora ambos com provavel agao ao nive! de receptores c-adre
nérgicos centrais.(38,44).

Em todos os testes,o GH foi determinado por método
proprio de RIE completamente desenvolvido, caracterizado e
adequado &s necessidades deste projeto. Todos os soros de
um mesmo paciente foram dosados em um tnico ensaio, evitando
-se,dessa maneira,a influéncia da variagao interensaio. 0
método foi ajustado de modo a apresentar sensibilidade ao
redor de 1,0 ng/ml e precisdao maxima no intervalo de 5,0 a

30,0 ng/ml, correspondente & maior parte dos picos de litera
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¢ao de GH observados nos testes provocativos. Nio se procu-
rou obter maior sensibilidade porque ndo era a finalidade des
te projeto estudar valores basais de GH. A especificidade do
ensaio foi demonsirada pelo baixo grau de 1imunorreatividade
cruzada do anti-soro anti-GH com os demais hormdnios hipofi-
sdrios e pela auséncia de efeitos nao especificos do meio de
incubagcdo sobre a reagao antigeno-anticorpo.

A classificacdao dos 31 pacientes em portadores
{(Grupo 1) e ndo portadores (Grupo 2) de déficit de GH, basea
da nas caracteristicas clinicas, ritmo de crescimento, dosa-
gem basal de SmC e resposta aos testes provocativos, obede-
ceu a critérios previamente estabelecidos na literatura (32,
58,74,75). Foi possivel a inciusao de pacientes com patolo-
gias diversas no Grupo 1, jd que estudos prévios (35) demons
traram que a resposta do GH aos testes provocativos nao & di
ferente nestas dosngaes quando comparadas entre si ou com in-
dividuos normais,

Em todos os pacientes incluidos no Grupo 2, o na-
nismo hipofisario foi fortemente suspeitado na avaliagdo cli
nica pela severidade do déficit estatural e/ou presenga de
sinais tipicos, confirmando a importancia do exame clinico.

0 ritmo de crescimento, considerado um dos parame-
tros mais importantes na decisdo de se submeter ou nido um pa
ciente com baixa estatura a investigagdo laboratorial exten-

sa (74), permitiu uma boa discriminacdo entre os pacientes
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com e sem déficit de GH. Todos com exce¢do de 2 pacientes do
Grupo 1, embora situando-se abaixo do percentil 10, acompanha
ram a curva normal de crescimento, enquanto que isto ocorreu
em apenas 2 criangas do Grupo 2 durante o periodo de observa
¢do. Nao foi encontrada explicagao adequada para a velocida
de de crescimento ncrmal nestes dois Gltimos pacientes. Embo
ra eles pudessem apresentar alguma forma de GH biologicamen-
te ativo mas imuncloyjicamente ndo ensaiavel (74), a presenga
de SmC diminuida praticamente excluiu esta hipotese.

I. dosagem sérica de SmC, freqiientemente wutilizada
como teste de tr agem para excluir o diagnostico de nanismo
hipofisario (74,75), mostrou-se normal em todos os pacientes
incluidos no Grupo 1 e diminuida nos do Grupo 2, possibili—
tando uma completa diferenciacao entre eles. Em criangas aci
ma de 5 anos de idade, faixa etaria em que se enquadravam to
dos com excecdao de 1 paciente estudado neste projato, valoc-
res normais de SmC praticamente excluem deficiéncia de GH
(75). Por outro lado, valores baixos estdo freqiientemente
assocjados a outras patologias, como hipotireoidismo e desnu
tricdo, e nao permitem estabelecer o diagndstico de nanismo
hipofisario (75). Alids, a dosagem sérica normal de SmC, a-
pontada como um dos melhores indices do estado nutricional
adequado de um individuo (74), foi também utilizada para des
cartar a presenga de graus mais severos de desnutrigao em

qualquer um dos pacientes do Grupo 1, principalmente quando
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associada a concentragdes basais baixas de GH.

Embora um assunto controvertido, a maioria dos auto
res considera um pico de GH acima de 7,0 ng/ml como resposta
normal a qualquer teste de liberagdo deste hormdnio (32, a8,
74). Este valor esta de acordo com os resultados obtidos nes
te estudo, ja que todos os pacientes incluidos no Grupo 1 a-
presentaram picos de GH maiores do que 7,0 ng/ml em pelo me-
nos um teste provocativo. Por outro lado, apenas um pacien-
te pibere do Grupo Z mostrou resposta maior do que 2,3 ng/ml,
sendo ainda inferior a 5,0 ng/ml. Segundo os critérios pro-
postos por Milner e col. (48), este paciente poderia ser clas
sificado como déficit parcial de GH,

A comparacgdo entre o teste da clonidina e o ITT no
grupo de criangas pré-piberes demonstrou que a média dos pi-
cos de liberagdo de GH foi maior (embora nao estatisticamen-
te significante) no primeiro teste, o qual estava também as-
sociado a menor incidéncia de respostas falso-negativas. Os
resultados obtidos foram mais compativeis com os relatados
por Dammacco e col. {11) com a dose de 0,035 mg/m’ e por La-
nes e col. {40) com a dose fixa de 0,1 mg. Entretanto, foram
nitidamente inferiores aos de Laron e col. (47) com a donse
fixa de 0,025 mg e aos de Lanes e col, (39) com a dose ini—
cialmente preconizada na literatura de 0,15 mg/m*. Estes da
dos reforgam a idéia inicial &e que os maiores valores de

pico,obtidos por Laron e coi (41) com a menor dose de cloni-
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dina ja testada, talvez se devam ao fato dos autores terem

incluido criangas e adolescentes em um mesmo grupo, ia que
»

na puberdade, as respostas do GH aos estimulos provocativos
classicos sdo maiores do que na infancia (19).

No grupo de pacientes puberes, o mesmo estudo com-
parativo revelou que a média dos picos de liberacdo de GH
foi menor (embora n3ao estatisticamente significante) no teste
da clonidina, o qual apresentou também incidéncia muito maior
de resultados falso-negativos do que o ITT. A média dos pi-
cos pos-clonidina neste grupo foi também inferior 3 observa-
da nas criangas pré-piberes, fato curioso levando-se em con-
sideragdo que a puberdade geralmente esta associada a respos-
tas mais exacerbadas de GH (19). Nao houve correlagio entre
a presenca de resposta inadequada e a superficie corpbrea ou
sexo do paciente. A obdesidade, freqilientemen’e associada a
respostas subnormais de GH (73), ndo estava presente em ne-
nhum paciente., A dnica hipotese proposta para explicar estes
recultados & que a dose de clonidina, embora corrigida para
a maior superficie corporea apresentada pelos adolescentes,
tenha sido insuficiente para provocar uma eficiente libera-
¢do de GH nestes pacientes, os quais necessitariam de quanti
dades da droga proporcionalmente maiores do que crian;as. Es
ta poss 9i idade implicaria talvez em uma menor sensfbilida-

de dos receptores a,-adrenérgicos centrais & clonidina na

época da puberdade, contrarijamente ao que ocorre com os de-



mais estimulos provocativos da secrecido de GH.

Com relacdo aos efeitos colaterais, a sonoléncia e
hipotensao observadas no teste da clonidina foram semelhan-
tes &s relatadas nos trabalhos em que a draga foi administrg
da nas doses de 0,035 mg/m”® (1z) ou 0,025 mg (41). A reducio
dos niveis pressdricos foi, no entanto, inferior a observada
com a dose de 0,15 mg/m* {23,39,62,66). Por outro lado, o
ITT resultou em sintomas desagradaveis de hipoglicemia em
todos os pacientes, ndo havendo, no entanto, perda de consci
éncia em nenhum.

Conclui-se, pois, que o teste da clgnidina deve
ser preferencialmente realizado com a dose de 0,0275 mg/m’ em
criangas pré-piberes. Nesta dose, a eficiéncia de liberagao
de GH ainda & maior do que a do ITT, ao passo que os efeitos
colaterais sao muito mais discretos e menos perigosos do que
os observados ou no teste realizado com 0,15 mg/m® ou no 1TT.
0 teste da clonidina (0,0375 mg/m®) deve, portanto, ser con-
siderado o teste provocativo de eleigao para excluir o diag—
ndstico de nanismo hipofisario em criangas pré-piberes, que
correspondem & maior parte dos pacientes que procuram o endo
crinologista por baixa estatura.

Nos pacientes piberes, a clonidina, na dose de
0,0375 mg/m*, & um agente liberador de GH muito menos poten-

te do que o estimulo hipoglicémico. Esta dose, portanto,

deve ser utilizada apenas em teste complementar para excluir
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deficiéncia de GH neste grupo ou, preferencialmente, deve ser

substituida pela dose de 0,15 mg/m®.

Finalmente, quando 0s resultados do teste da cloni
dina (0,0375 mg/m*) sdo associados aos do ITT, o diagndstico
de nanismo hipdfisério pode ser estabelecido com seguranga
proxima a 100%, sugerindo que ambos devam ser realizados enm

pacientes com suspeita clinica desta patologia.
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0 teste da clonidina (0,0375 mg/m’) apresenta maior efi
ciéncia de liberagao de GH e menor incidéncia de efeitos
colaterais graves do que o ITT (0,1 U/kg), devendo, por
tanto, ser considerado o teste provocativo de eleigao
para excluir o diagndstico de nanismo hipofisidrio em

criangas pré-piberes.

Nos pacientes piberes, o teste da clonidina (90,0375 mg/m)
apresenta inciuéncia muito maior de resultados falso-ne
gativos do que o ITT (0,1 U/kg!, devendo, portanto, ser
utilizado apenas como teste complementar para excluir

deficiéncia de GH.

Quando os resultados do teste da clonidina (0,0375 mg/m®)
sd3o associados aos do ITT (0,1 U/kg), o diagnbéstico de
nanismo hipofisario pode ser estabelecido com seguranga
proxima a 100%, sugerindo que ambos devam cer realiza-

dos em pacientes com suspeita clinica desta patologia.
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