Testes de Secrecdo de Hormonio de
Crescimento e Suas Implicactes no
Tratamento da Baixa Estatura
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RESUMO

A valorizacdo dos testes de secrecdo de GH no diagndstico da baixa
estatura continua sendo motivo de discussdes. A secrecao de GH é con-
siderada um continuum entre uma secrecdo normal e anormal. Situ-
acdes em que a deficiéncia de GH é severa, como nos defeitos do
gene do GH e no craniofaringeoma, cursam com atraso importante do
crescimento e auséncia total ou quase total de GH nos testes provoca-
tivos. Estas situacdes poderiam servir como padrdo para definir a defi-
ciéncia total de GH. Entretanto, a deficiéncia parcial ou menos severa
de GH também cursa com atraso do crescimento, porém com um grau
variavel de resposta nos testes provocativos. Somando-se a isto, deve-
mos considerar que muitos fatores estdo envolvidos na secrecdo de GH
e no eixo GH-IGFs. A determinac&o de valores de corte em um teste ndo
fisiolégico que indique onde termina o normal e comeca a deficiéncia
€é enganosa e pode induzir ao erro. Além disso, a falta de normatizacao
dos diferentes testes e ensaios laboratoriais nas diferentes situagdes clini-
cas aumenta a dificuldade para decidir sobre o tratamento de uma cri-
anga com baixa estatura baseando-se apenas nos resultados dos testes
provocativos. As consideracdes acima ndo implicam que os testes de
secrecdo de GH sao irrelevantes no diagndstico da baixa estatura, mas
que os resultados destes testes ndo deveriam ser o determinante final de
uma decisdo clinica. Eles deveriam ser usados como medidas confir-
matodrias associadas ao quadro clinico e a todo o leque de exames
atualmente disponiveis para avaliar a integridade da regiao
hipotalamo-hipofisaria e do eixo GH-IGFs. Reduzir o risco de prescrever
um tratamento desnecessario para uma crianca com funcao hipofisaria
normal ao mesmo tempo em que evita-se 0 atraso ou 0 hdo tratamen-
to de uma crianca que poderia se beneficiar do uso do GH biossintéti-
co devem ser os principios que norteiam a deciséo do especialista. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2003;47/4:303-311)

Descritores: GH; Eixo GH-IGF; Déficit de GH; Testes provocativos; Baixa
estatura

ABSTRACT

Growth Hormone Provocative Tests and the Implications for the Treatment
of Short Stature.

The use of GH provocative tests to diagnose children with short stature
continues to be a controversial issue. GH secretion is considered a con-
tinuum ranging from absent to normal secretion. When GH deficiency is
severe, as in GH gene defects and craniopharyngiomas, there is a very
important growth failure and absent or minimal GH response to stimula-
tion tests. These situations could be used as standards to define total GH
deficiency. However, partial GH deficiency also can show growth fail-
ure, but with variability of GH secretion on provocative tests. Moreover,
several factors can influence GH secretion and GH-IGF axis. Determina-
tion of cutoff values in a non-physiological test to define normality is
erroneous and can induce to error. Moreover, the lack of knowledge of
normal values for different tests and assays in each clinical situation
increases the difficulty to decide the treatment of a child with short
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stature based only on the results of a GH provoca-
tive tests. The considerations above do not mean
that GH provocative tests are not important for diag-
nosis of short stature, but that the results of these tests
should not be the final determinant of a clinical
decision. They should be used in association with the
clinical picture and other laboratory methods avail-
able to evaluate the hypothalamo-pituitary region
and the GH-IGF axis. To reduce the risk of unneces-
sary treatment of a child with normal pituitary func-
tion and, on the other hand, to avoid delay or no-
treatment of a child that could benefit with the use
of recombinant human GH should be the principles
to orient a medical decision. (Arq Bras Endocrinol
Metab 2003;47/4:303-311)

Keywords: GH; GH-IGF axis; GH deficiency; Provoca-
tive tests; Short stature

ARELAQAO ENTRE O CRESCIMENTO infantil, as con-
centracBes de horménio de crescimento (GH,
growth hormone) obtidas durante testes provocativos e a
indicacdo de tratamento da baixa estatura continua
sendo motivo de discussBes e controvérsias (1-5). Em
um estudo piloto realizado na Unidade de
Endocrinologia Pediatrica do Departamento de Pedia-
tria da Universidade Federal do Parané (6), avaliou-se a
correlagdo entre a resposta do GH durante testes
provocativos e o crescimento espontaneo em 78 cri-
ancas com baixa estatura. Os testes foram realizados
como parte do protocolo de investigacdo de criangas
com baixa estatura. As criancas foram classificadas em
trés grupos de acordo com os picos maximos de GH
obtidos durante dois testes provocativos realizados com
diferentes estimulos. No Grupo 1 foram incluidas as cri-
anc¢as com dois testes responsivos (“secre¢do normal de
GH?”, n = 30); no Grupo 2 as criangas com dois testes
nao responsivos (“secrecao deficiente de GH”, n = 34),
e no Grupo 3 as criangas com um teste responsivo e um
nao responsivo (n = 14). A classificagcdo foi feita uti-
lizando-se critérios considerados classicos na literatura,
sendo definido como teste responsivo aquele em que a
concentracdo maxima de GH foi maior que 10ng/mL
no ensaio laboratorial rotineiramente usado pelo la-
boratério da instituicio no momento da investigacéo.
O crescimento foi avaliado durante um periodo
minimo de um ano ap@s a realizacdo dos testes, sendo
que a velocidade de crescimento foi considerada anor-
mal quando estava abaixo do 25° percentil para a idade
e sexo. Das 30 criangas com dois testes responsivos, 19
(63,3%) apresentaram velocidade de crescimento nor-
mal enquanto 11 (36,7%) ndo cresceram adequada-
mente. Entre as criangas com dois testes ndo respon-
sivos, 26 (76,5%) apresentaram velocidade de cresci-
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mento abaixo do esperado, enquanto 8 (23,5) cresce-
ram dentro do considerado normal para a idade. J& no
Grupo 3, com um teste responsivo e outro ndo, o
crescimento foi normal em 57,2 % das criangas.

No estudo em questdo, todas as criangas apre-
sentavam baixa estatura. A velocidade de crescimento
variou de normal a baixa. Os testes responsivos (“‘nor-
mais”) foram mais freqlientes nas criangas que posteri-
ormente apresentaram velocidade de crescimento nor-
mal. Entretanto, algumas criancas, apesar de crescerem
dentro do esperado para a idade, apresentaram testes
nao responsivos. O contrario também foi observado.
Os testes ndo responsivos foram mais freqiientes entre
as criangas que posteriormente mantiveram uma baixa
velocidade de crescimento. Entretanto, algumas cri-
angas com baixa estatura e velocidade de crescimento
abaixo do esperado para a idade apresentaram valores
de GH considerados normais nos testes provocativos.

Os dados acima demonstram a dificuldade para
determinar a deficiéncia de GH como causa da baixa
estatura e da diminuicdo da velocidade de crescimento
baseando-se apenas nos resultados dos testes provoca-
tivos. Some-se a isto o fato da indicagdo do tratamento
com GH sintético depender, na maioria das vezes, das
concentragBes de GH durante os testes, e tem-se uma
situacdo que pode, no minimo, estar sujeita a criticas.
Reduzir o risco de prescrever um tratamento desne-
cessario para uma crianga com fungéo hipofisaria normal
e evitar o atraso ou o0 ndo tratamento de uma crianga que
poderia se beneficiar do uso do GH biossintético, devem
ser os principios que norteiam a decisdo do especialista.

Em virtude da importancia do conhecimento da
secrecdo de GH e fatores de crescimento, dos dife-
rentes testes provocativos usados para avaliar a se-
crecdo de GH e dos diferentes métodos laboratoriais
utilizados, todos de extrema importancia no diagnés-
tico da baixa estatura, este artigo traz uma revisdo
sobre estes temas com enfoque nos aspectos mais con-
troversos.

Secrecao de GH

O GH é o peptideo produzido em maior quantidade
pela hipdfise anterior. A secrecdo de GH ocorre de
forma pulsatil, sendo que os picos de maior amplitude
sdo observados nas fases 3 e 4 do sono profundo. A
caracteristica pulsétil é controlada por um mecanismo
complexo, envolvendo principalmente duas proteinas
hipotalamicas, o horménio liberador de GH (GHRH,
growth hormone releasing hormone), que age estimu-
lando a secrecdo, e a somatostatina, de acdo inibitdria.
O GHRH e a somatostatina, por sua vez, sdo influen-
ciados por vérios fatores, como atividade fisica,
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nutricdo, sono, estresse, esteréides sexuais e hor-
monios tireoidianos (Revisado em Preece MA, 1986).

O GH secretado pela hipdfise representa uma
mistura heterogénea de moléculas. A forma principal
contém 191 aminoacidos e peso molecular de 22kDa.
O GH de 22kDa é considerado o padrdo segundo o
qual as outras formas sdo comparadas quanto a estru-
tura quimica e atividade biolégica. A segunda forma
mais abundante, correspondendo a 5-10% do GH
hipofisario, é uma variante com peso molecular de
20kDa e 176 aminoacidos. Além destes dois peptideos
principais, mondmeros (5kDa, 17kDa, 24kDa e
27kDa), oligbmeros e eventuais fragmentos que recir-
culam ap6s o metabolismo renal do horménio podem
contribuir para a mistura de moléculas de GH na cir-
culacdo. Na circulagdo, o GH se liga principalmente a
uma proteina de alta afinidade (GHBP, growth hormone
binding protein), idéntica ao dominio extracelular do
receptor do GH. A acdo do GH na célula tem inicio
com a dimerizacdo de dois receptores do GH. Na pro-
mogao do crescimento, a agdo do GH se faz tanto dire-
tamente através de ligagcdo aos seus receptores na placa
de crescimento, quanto indiretamente, através do esti-
mulo da producdo hepética e tecidual do fator de
crescimento insulina simile-1 (IGF-1, insulin-like
growth factor 1). O IGF-1 tem acGes autdcrinas, para-
crinas e enddcrinas, agindo também no mecanismo de
retro-alimentagdo negativa sobre a hipofise. A acdo do
IGF-1 é modulada por proteinas ligadoras, dentre as
guais a mais abundante é a IGFBP-3 (IGF binding pro-
tein-3) (Revisado em Boguszewski CL, 2001).

Origem dos testes de secrecdo de GH

O desenvolvimento do radioimunoensaio (RIA) para
dosagem de GH no inicio da década de 60 significou
um grande avan¢o na endocrinologia. Foi possivel
determinar a caracteristica pulsatil da secrecdo de GH
e também demonstrar que as concentragdes séricas de
GH observadas entre os pulsos sdo normalmente
muito baixas, muitas vezes abaixo dos limites de de-
teccdo da maioria dos ensaios laboratoriais conven-
cionais (< 0,2ng/mL). Com estas observacdes, ficou
evidente que uma dosagem sérica ao acaso de GH nédo
seria atil no diagnoéstico da deficiéncia de GH. Alem
disso, nesta época, 0 tratamento do nanismo hipo-
fisario era feito com hormodnio extraido de hipdfises
humanas. Como a disponibilidade da medicacdo era
muito pequena, optou-se por métodos laboratoriais
que detectassem 0s casos mais severos de deficiéncia de
GH que se beneficiariam do suprimento limitado deste
horménio. Alguns procedimentos foram criados como
triagem para deficiéncia de GH, entre eles a sobrecar-
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ga oral de glicose, 0 uso de estrogénio oral, a dosagem
de GH durante o sono profundo e apos exercicio.
ConcentragBes séricas de GH maiores do que
5ng/mL em um destes procedimentos definia uma
secrecdo normal de GH e o paciente ndo era submeti-
do a testes provocativos ou tratamento com GH
humano. Quando a suspeita clinica e os testes de
triagem sugeriam deficiéncia de GH, o paciente era
submetido aos testes provocativos. O primeiro a ser
desenvolvido foi o da hipoglicemia insulinica, onde
doses de 0,05 a 0,1Ul/kg eram utilizadas. Testes
como da arginina, glucagon, L-Dopa, entre outros,
foram desenvolvidos posteriormente. Como conse-
gUéncia dos resultados discordantes com diferentes
estimulos no mesmo paciente, foi estabelecido que a
confirmacdo diagndstica somente aconteceria nos
pacientes com dois testes provocativos nao responsivos
(< 5ng/mL). O significado fisiolégico destes testes era
motivo de debates (Revisado em Frasier SD, 1974).

Testes provocativos - situacao atual

Os testes provocativos realizados atualmente para o
diagnostico da deficiéncia de GH sdo basicamente 0s
mesmos de 40 anos atrds. Mudaram os ensaios labora-
toriais para dosagem de GH e aumentou o leque de
exames complementares disponiveis (IGF-1, IGFBP-
3, GHBP, ressondncia nuclear magnética, genética
molecular etc.). Além disso, aumentou de forma ilim-
itada a disponibilidade de GH para tratamento da
baixa estatura, agora produzido através de tecnologia
de DNA recombinante.

Atualmente, dentre os testes mais comumente
realizados, podemos citar o da clonidina, hipoglicemia
insulinica, arginina, glucagon e GHRH. Porém, re-
visando a literatura, é possivel verificar que pelo menos
34 testes provocativos foram desenvolvidos e 189 di-
ferentes combinacdes de testes ja foram descritas. Por
razGes éticas, a maioria dos estudos disponiveis foi
realizada em criangas com baixa estatura. S&o poucos
o0s estudos mostrando valores de referéncia em criangas
normais.

O teste da hipoglicemia insulinica se baseia na
resposta hipofisaria a hipoglicemia. A hipoglicemia
suprime a secrecdo de somatostatina e estimula recep-
tores o-adrenérgicos. A precisdo do teste (nUmero de
exames positivos somado aos exames negativos dividi-
do pelo total de exames realizados) para diagnosticar a
deficiéncia de GH é de 100% com um nivel de corte
de 3ng/ml, e cai para 85% quando o nivel de corte é
de 10ng/ml. O teste da clonidina, um agonista o-
adrenérgico, age provavelmente estimulando a libe-
racdo de GHRH. E considerado por muitos autores
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como mais sensivel que o da hipoglicemia insulinica. Ja
o teste da arginina estimula a secre¢do de GH, dimi-
nuindo o tdnus da somatostatina e também estimulan-
do receptores o-adrenérgicos com posterior liberacdo
de GHRH. A precisdo do teste da arginina varia de
86% (nivel de corte de 3ng/ml) a 75% (nivel de corte
de 10ng/ml). Quando combinado ao teste da hipo-
glicemia insulinica, a precisdo desta combinacdo para
diagnosticar a deficiéncia de GH usando um nivel de
corte de 10ng/ml é de 100%. Menos freqiientemente
usado, o teste do glucagon geralmente é reservado
para criangas de baixa idade, uma vez que apresenta
menos riscos e € mais tolerado. O glucagon estimula a
secrecdo de GH através da hipoglicemia rebote, que se
segue ao estado de hiperglicemia inicial. O tempo de
aparecimento do pico de GH depende da via de apli-
cacdo do glucagon. Ja o teste do GHRH apresenta alta
especificidade (95% com nivel de corte de 7-
10ng/ml), porém sensibilidade de apenas 30%. E uti-
lizado principalmente para diferenciar a deficiéncia de
GH de origem hipofisaria da hipotalamica (4).

Em muitos estudos, os resultados obtidos
durante testes provocativos ndo apresentam correlacdo
com a secre¢do espontanea de GH avaliada durante 24
horas (10,11). A reprodutibilidade dos testes provoca-
tivos também foi questionada (12).

A secrecdo de GH pode ser considerada um con-
tinuum entre uma secre¢cdo normal e anormal. A
determinacdo de um valor de corte que determine
onde termina o normal e comeca a deficiéncia é
enganosa e pode induzir ao erro. Quando a deficiéncia
de GH é severa, o diagnastico fica evidente tanto pelos
dados de histéria e exame fisico como pela auséncia de
resposta do GH durante os testes provocativos. Entre-
tanto, na deficiéncia menos severa (insuficiéncia), alem
dos achados clinicos serem menos evidentes, o valor de
GH pode se mesclar entre o normal e o anormal (figu-
ra 1). Na literatura, historicamente os valores de corte
gradualmente aumentaram de 5ng/mL (14) para
7ng/mL (9) e, mais recentemente, 10ng/mL (2) em
testes usando anticorpos policlonais. Em parte, este
aumento ocorreu devido a sobreposicéo dos valores de
GH entre as criangas consideradas deficientes e aque-
las com crescimento normal. Além disso, a mudanga
do tratamento anteriormente feito com GH prove-
niente de hipofises de cadaveres para tratamento com
GH sintético permitiu que se tratassem casos menos
severos de deficiéncia de GH, mas que também cursam
com baixa estatura, aumentando o valor de corte.

Como citado anteriormente, os estudos que
determinaram a precisdo da maioria dos testes para
diagnosticar a deficiéncia de GH foram realizados em
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Secregédo
de GH
Valor de corte?
Abaixo do normal Normal Excessiva

Avaliacio da Deficiéncia . Deficiéncia | |
secrecao de GH “severa” “parcial" | ]
espontanea den | e M \
Teste diminuida | diminuida/ | normal |  alta
provocativo normal i
IGF1 baixo baixo/ normal | alto
IGFBP-3 normal | i

Figura 1: Variacdo da secrecédo de GH da deficiéncia se-
vera a produgao excessiva e respostas esperadas nas dife-
rentes formas de avaliar a secrecdo de GH (Adaptado de
Albertsson-Wikland K and Rosberg, 1996).

criangas com baixa estatura e velocidade de crescimen-
to na maioria das vezes abaixo do esperado para a
idade. Independente das diferentes respostas do GH
durante os testes provocativos e do diagndstico feito
para cada paciente, o quadro clinico da maioria das cri-
ancas era semelhante. Apesar dos estudos estarem
avaliando a precisdo dos testes, muitos levaram em
consideracdo apenas a concentracdo de GH, ndo o
crescimento das criangas, para dar o diagnostico e
determinar se 0s testes eram precisos ou ndo. Assim, se
as concentracBes de GH ficavam abaixo de um nivel de
corte pré-estabelecido, o teste era considerado positi-
VO e a crianga deficiente de GH. Na situacdo oposta,
mesmo com baixa estatura e quadro clinico seme-
Ihante, porém com niveis de GH acima do nivel de
corte, a crianca era considerada nao deficiente. Na
maioria das vezes ndo é descrito o crescimento poste-
rior destas criangas, demonstrando se as consideradas
deficientes ndo cresceram e se as com ‘“‘secrecdo nor-
mal” cresceram e ficaram com altura adequada para o
seu potencial genético. Fica a davida se os testes eram
realmente precisos para determinar quem iria crescer
adequadamente.

Recentemente, Bell e Dana (15) avaliaram a
resposta ao tratamento com GH sintético em 24843
criangas com baixa estatura registradas no banco de
dados do National Cooperative Growth Study, Estados
Unidos. Apesar das caracteristicas clinicas serem seme-
Ihantes (baixa estatura, baixa velocidade de crescimen-
to, previsdo de estatura final abaixo do alvo familiar),
os pacientes foram classificados em deficientes de GH
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(57%) ou normais (30%) com base na resposta menor
do que 10pug/L nos testes provocativos. Todos rece-
beram tratamento com GH recombinante. A resposta
ao tratamento foi semelhante nos dois grupos. Apenas
um pequeno grupo de pacientes (n = 187) com veloci-
dade de crescimento normal pré-tratamento apresen-
tou um aumento da velocidade de crescimento no
primeiro ano de tratamento que ndo se manteve no
ano seguinte. Os autores sugerem que criangas com
velocidade de crescimento normal pré-tratamento nao
se beneficiardo do mesmo, enquanto consideram 0s
testes provocativos inadequados para o diagnéstico de
deficiéncia de GH e para prever quais criangas respon-
derdo melhor ao tratamento.

Métodos laboratoriais para dosagem de GH
Varios sdo os métodos laboratoriais utilizados para a
dosagem de GH. Diferente das drogas lancadas no
mercado, 0s ensaios laboratoriais ndo sdo sujeitos a
uma legislagdo especifica, sendo produzidos e vendi-
dos pelos fabricantes de acordo com suas préprias
especificacbes. Existem apenas recomendagdes inter-
nacionais de controle de qualidade.

Os métodos utilizados de rotina para dosagem
de GH sdo os imunoensaios, que tém como caracteris-
tica principal utilizar anticorpos produzidos contra o
horménio que se pretende quantificar. O mecanismo
basico dos imunoensaios € a reacdo entre um antigeno,
0 hormoénio a ser medido, e um anticorpo capaz de se
ligar a este antigeno. Para tornar o complexo
antigeno-anticorpo mensuravel, um marcador é adi-
cionado para produzir o sinal para leitura do resultado.
De acordo com o tipo de reagdo e se o0 antigeno ou o
anticorpo ¢ ligado ao marcador, 0 imunoensaio pode
ser classificado como competitivo ou imunomeétrico
(“ensaio sanduiche™). Dentre os competitivos, o RIA,
primeiro a ser desenvolvido, usa como marcador um
is6topo radioativo, o 1251 ou 131]. Dentre o0s
imunométricos, o Radioimunométrico (IRMA) tam-
bém utiliza anticorpos marcados com isétopos radioa-
tivos, porém é aproximadamente 10 vezes mais sensi-
vel que o RIA. Outro ensaio imunométrico, a Qui-
mioimunoluminescéncia (ICMA), utiliza um reagente
quimico como marcador, geralmente o acridinium,
tendo as vantagens de evitar a radia¢do e de ser mais
rapidamente realizado. A sensibilidade é semelhante a
do IRMA. Outros ensaios imunométricos usam como
marcadores enzimas, latex, substancias fluorescentes
(IFMAs).

Quanto aos anticorpos utilizados nos ensaios,
podem ser mono ou policlonais. Os anticorpos poli-
clonais tém uma capacidade de ligagdo maior, porém
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sdo menos homogéneos e menos especificos que 0s
monoclonais. Ensaios com anticorpos policlonais
resultam em valores superiores aos obtidos nos ensaios
monoclonais, uma vez que os anticorpos policlonais
reconhecem uma gama de antigenos maior do que 0s
anticorpos monoclonais. Estes, por sua vez, recon-
hecem epitopos especificos da molécula de GH. A pre-
senca das diferentes isoformas de GH circulantes tam-
bém favorece resultados superiores nos ensaios poli-
clonais. A maioria dos RIA utilizam anticorpos poli-
clonais por ser um tipo de ensaio que exige maior
afinidade dos anticorpos. J& 0s ensaios imunométricos
geralmente utilizam anticorpos monoclonais.

Outro fator que influencia de forma importante
os resultados é o standard utilizado para tragar a curva
padrdo do ensaio, contra a qual serdo comparadas as
concentragdes das amostras que estdo sendo analisadas.
N&o existe uma padronizagdo internacional sobre quais
standards devem ser usados, nem a origem dos mesmos
é controlada. Existem apenas referéncias contra as quais
eles devem ser calibrados. Assim, a comparacdo de
dosagens de GH obtidas em diferentes laboratorios
usando diferentes curvas-padrdo fica comprometida.
Fazendo uma analogia, € como medir a altura de
alguém utilizando diferentes unidades métricas e
depois tentar comparar as medidas. Ainda, o standard
pode ser extraido de hipofises ou recombinante. Nos
primeiros ensaios, os standards eram derivados de hipo-
fises e calibrados mais comumente contra a referéncia
IRP 66/217 (International Reference Preparation) do
National Institute for Biological Standards and Con-
trol, Holly Hill, Reino Unido, e a referéncia H52243
E, do National Hormone and Pituitary Program,
Bethesda, Estados Unidos. A poténcia bioldgica destes
standards era de aproximadamente 1mg = 2UI
(Ing/mL = 2mU/L). Mais recente, também derivado
de hipdfise, o standard calibrado contra a IRP 80/505
tem uma poténcia biolégica de 1mg = 2.6UI e os resul-
tados sdo geralmente expressos em mU/L. Com o
desenvolvimento de GH recombinante, foi criado o
standard biossintético WHO 88/624 (1mg = 3.0Ul),
quando foi recomendado que o0s resultados das
dosagens de GH fossem expressos em pug/L (1ng/mL
= 1ug/L = 3mU/L) (4,5,16). Ensaios utilizando stan-
dard recombinante comumente resultam em valores de
GH sérico mais baixos que os ensaios com standards
derivados de hipdfises (17).

Quanto a sensibilidade dos métodos laboratori-
ais e a interpretacdo dos testes provocativos, um ensaio
sera mais sensivel quanto menor o valor acima de zero
que ele pode detectar. No caso dos testes provoca-
tivos, ndo se estd avaliando a menor concentracdo e
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sim o pico de secrecdo de GH apés determinado esti-
mulo. Desta forma, o conhecimento do tipo de anti-
corpo, se mono ou policlonal, e o standard utilizado
serdo mais importantes na interpretacdo do teste do
gue a sensibilidade do método.

Como visto acima, o conhecimento do método
utilizado pelo laboratério para dosagem de GH é fun-
damental para a interpretacdo do resultado obtido. Em
um estudo onde as mesmas amostras de soro foram
avaliadas em 4 laboratérios utilizando 6 imunoensaios
diferentes, houve uma boa concordancia entre os va-
lores considerados normais e anormais, porém os niveis
de corte de cada laboratério diferiam de forma acentu-
ada (18). Outro estudo, comparando concentracfes de
GH dosadas por 5 tipos de IRMA de um mesmo
fornecedor (policlonal IRP 66/217, policlonal IRP
80/505, policlonal WHO 88/624, monoclonal IRP
66/217 e monoclonal IRP 80/505) e 2 tipos de
ensaios fluorimétricos (monoclonal IRP 80/505 e
monoclonal WHO 88/624), demonstrou que as con-
centracBes de GH foram 40% mais baixas com o IRMA
monoclonal IRP 80/505 e 20% mais baixas com o flu-
orimétricos IRP 80/505, e que os fatores de conversio
de um método para outro ndo eram 0s mesmos indica-
dos pelos fornecedores (16). Assim, a andlise da con-
centracdo de GH, especialmente considerando um
valor de corte especifico, sé deveria ser feita com o co-
nhecimento do ensaio comercial e standard utilizados.

Fatores que podem interferir nos resultados dos
testes

Idade e desenvolvimento puberal

A secrecdo de GH nas 24 horas é influenciada pela
idade e desenvolvimento puberal. A secrecdo é maior
no periodo final da puberdade, entre as idades de 15 e
19 anos, iniciando um declinio apds os 20 anos de
idade (19). A secrecdo de GH é particularmente baixa
no periodo pré-puberal, ndo havendo diferengas im-
portantes na secre¢do entre meninos e meninas. Com
a puberdade ocorre um aumento da secrecdo, sendo
este aumento mais precoce e mais pronunciado nas
meninas (20). A secrecdo mais baixa no periodo pré-
puberal em ambos 0s sexos e também no inicio imedi-
ato da puberdade nos meninos dificulta o diagnéstico
diferencial entre o retardo constitucional do cresci-
mento e da puberdade (RCCP) da deficiéncia de GH.
Jovens com RCCP geralmente apresentam uma
secrecdo diminuida de GH, que pode persistir até o
inicio da puberdade, porém com normaliza¢do dos
niveis hormonais com a progressdo da mesma. Desta
forma, foi sugerido que a sensibilizacdo prévia com
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horm®onios sexuais (priming) poderia garantir uma res-
posta normal durante os testes provocativos em cri-
ancas pré-puberes (21). O uso de esterdides sexuais
alguns dias antes do teste provocativo poderia distin-
guir as criangas com RCCP daquelas com deficiéncia
de GH (21-23). O esperado € que a sensibilizacdo
prévia com esterdides sexuais ndo aumente a secrecdo
de GH naqueles com deficiéncia severa de GH, en-
quanto estimula uma resposta pronunciada naqueles
com RCCP. Entretanto, fora dos extremos da defi-
ciéncia severa de GH e do RCCP, a sensibilizacdo
prévia com esterdides sexuais pode ndo ser suficiente
para estabelecer o diagndstico diferencial entre a insu-
ficiéncia parcial de GH e alguns casos de RCCP (24).
Além disso, sdo poucos 0s estudos disponiveis de-
monstrando a resposta aos testes provocativos em cri-
angas normais de diferentes idades e estagios puberais.
Conseqlientemente, ndo existe um valor de corte
definido para cada fase da puberdade e para testes com
uso prévio de esterdides sexuais. A concentracdo de
GH com uso de esterdides sexuais deveria reproduzir
a maior secrecdo de GH que ocorre espontaneamente
durante a puberdade.

Nutricao

A secrecdo de GH esta diminuida em criangas e adul-
tos obesos e a resposta aos testes provocativos também
é prejudicada. Uma explicacdo para a menor secrecao
de GH nestes pacientes seria o feedback negativo exer-
cido pela insulina e provavelmente pela leptina sobre a
secrecdo de GH (25). Especula-se que a leptina sérica
poderia diminuir a resposta dos somatotréfos ao
GHRH. Por outro lado, na desnutri¢do cronica, a
secrecdo de GH esta aumentada, porém com niveis
baixos de IGF1 (26).

Glicocorticoides

Criancas em uso crbénico de glicocorticoides podem
sofrer diminuigdo do crescimento com resposta anor-
mal do GH durante os testes provocativos. A patogé-
nese da supressdo do crescimento e da secre¢do do GH
pelos glicocorticéides é multifatorial, incluindo a
supressao da pulsatilidade do GH através do aumento
do tbnus da somatostatina, diminuicdo da expressdo
do receptor do GH e diminuicdo da bioatividade do
IGF1 (27).

Quem testar?

A indicagdo bem orientada para a realizacdo dos testes
provocativos facilitard a interpretacdo dos resultados
obtidos. Testes realizados sem uma indicagdo precisa,
além de submeter o paciente a um risco desnecessario,
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poderédo ter resultados diversos que dificultardo a inter-
pretacdo. A indicacdo deve ser baseada principalmente
em critérios auxologicos e observagdo da velocidade de
crescimento. Criangas com baixa estatura e velocidade
de crescimento diminuida e que ja tiveram outras
causas de baixa estatura excluidas deverdo ser avaliadas.
Sinais e sintomas associados como hipoglicemia, icteri-
cia neonatal, microfalus, criptorquidia, alteracbes de
linha média, poliuria, entre outros, sugestivos de outras
deficiéncias hipofisarias, também sugerem investigacdo
da secrecdo de GH. A desaceleracdo do crescimento
associada a sinais ou sintomas sugestivos de lesdo em
sistema nervoso central, como tumor ou histéria de
irradiacéo, é motivo de investigagdo mesmo em criangas
sem baixa estatura evidente. Finalmente, criangas por-
tadoras de sindromes genéticas que passam a crescer
menos do que o esperado para a sindrome também
devem ser investigadas.

Pesquisas sobre ensaios para dosagem de GH
entre endocrinologistas

Com o objetivo de avaliar o conhecimento dos ensaios
para dosagem de GH entre especialistas, foi realizada
uma pesquisa entre endocrinologistas na Europa. 63%
deles responderam que sabiam qual o método usado
pelo laboratério. Entretanto, aproximadamente 50%
deles ndo sabiam o standard utilizado. Entre os que
sabiam o standard utilizado, 40% usava o IRP
80/505, onde a poténcia é de 1mg = 2.6Ul. Mesmo
assim, a conversdo mais comumente feita entre os que
sabiam o standard utilizado era a de 1mg = 3.0U1 (5).
Entretanto, independentemente de saber o ensaio uti-
lizado e o fator de conversdo, a maioria dos endocri-
nologistas utilizava os niveis de corte de 10ngZ/mL ou
20mU/L, baseando-se apenas em tradicdo e ndo no
conhecimento do ensaio.

Pesquisa semelhante foi realizada entre os par-
ticipantes do V Congresso Brasileiro Pediatrico de
Endocrinologia e Metabologia em Recife, abril de
2003. Cento e trinta e quatro participantes responde-
ram ao questionario, sendo que 114 eram endocrino-
logistas, 71 com especializacdo em endocrinologia pe-
diatrica. A grande maioria (93%) utiliza dois testes
provocativos para diagnosticar deficiéncia de GH,
sendo que o teste da clonidina (92%) e o da hipo-
glicemia insulinica (84,8%) foram os mais citados.
Também foi citada a dosagem de GH ap0s exercicio
(13,6%) e o teste do glucagon (8,8%). Quanto ao nivel
de corte para confirmar a deficiéncia de GH, 36,4% dos
participantes responderam que usam o valor de corte
de 10ng/mL, 30% o valor de 7ng/mL e 18% o valor
de 5ng/mL. Aproximadamente 8% respondeu que usa

Arq Bras Endocrinol Metab vol 47 n® 4 Agosto 2003

7 ou 10ng/mL, 5 ou 7ng/mL e 5 ou 10ng/mL,
dependendo se o ensaio utiliza anticorpos mono ou
policlonais, se a crianga estava ou ndo em puberdade ou
se o diagnostico era de deficiéncia total ou parcial. 12%
responderam que ndo usam um valor de corte para
confirmar a deficiéncia, enquanto 3,4% usam o valor de
corte de 3ng/mL. Entre os médicos com especializa-
¢ao em endocrinologia pediatrica que referiram apenas
um valor de corte, praticamente metade usa o valor de
10ng/mL e metade usa valores menores do que
7ng/mL. Ja entre os endocrinologistas gerais, 63%
usam valores de corte de 7ng/mL ou menos contra
26% que usam valor de corte de 10ng/mL. Os demais
referiram diferentes valores de corte dependendo do
ensaio laboratorial e do estagio da puberdade. Quanto
aos ensaios utilizados, 71% disseram conhecer o ensaio
utilizado, sendo que 45% referiram usar o RIA e 55%
um ensaio imunométrico. A maioria ndo soube especi-
ficar qual ensaio imunométrico era utilizado, se IRMA,
ICMA ou outro. Quanto aos anticorpos, 16% do total
dos participantes referiram ser monoclonal. Apenas 4
sabiam o standard utilizado. Apesar do standard ndo
ser conhecido pela maioria, 34% citaram fatores de con-
versdo de ng/mL para mU/L, sendo o fator de con-
versdo ligado ao standard WHO 88/624 o mais citado
(Ing/mL = 3mU/L).

Do exposto acima, verificamos que a maioria
dos especialistas usa os testes provocativos para confir-
mar ou ndo a deficiéncia de GH em criancas. Dife-
rentes valores de corte sdo utilizados. Alguns citam a
puberdade e o tipo de ensaio utilizado como fatores
gue influenciam o resultado do teste. Entretanto, a
maioria ndo conhece ou ndo sabe citar o tipo de ensaio
utilizado. Baseando-se apenas nos resultados dos
testes, muitas criancas consideradas deficientes de GH
e tratadas por alguns ndo seriam tratadas por outros.
Esta pesquisa, apesar de abranger uma pequena parcela
dos endocrinologistas do Brasil, mostra a dificuldade
para fazer um diagnéstico baseando-se apenas em va-
lores de corte de um exame ndo conhecido totalmente
pela maioria. Além disso, mostra a necessidade de um
esclarecimento maior dos especialistas quanto aos
diferentes métodos utilizados para dosagem de GH.

Em outra pesquisa sobre o tema realizada nos
Estados Unidos, 251 endocrinologistas pediatricos
responderam sobre suas praticas quanto ao diagnéstico
da baixa estatura e decisdo sobre o tratamento com GH
sintético (28). 80% dos participantes afirmaram que
realizam pelo menos dois testes provocativos na avali-
acdo de uma crianga com baixa estatura, 73% usam um
valor de corte de 10ng/ml, 24% um valor de corte
menor do que 8ng/ml, e apenas 6% indicam a sensibi-
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lizagdo prévia com esterdides sexuais. Quanto ao tipo
de ensaio, 37% ndo sabia citar qual era utilizado. A
despeito das respostas acima, 82% dos participantes
responderam que indicam o tratamento com GH sin-
tético independentemente dos resultados dos testes
provocativos, valorizando principalmente a velocidade
de crescimento. A conduta apontada nesta pesquisa vai
de encontro com a decisdo tomada desde 1988 por
médicos especialistas na Australia, onde a indicacdo
para tratamento da baixa estatura com GH sintético
baseia-se apenas em critérios auxoldgicos, ndo havendo
necessidade de realizagdo de testes provocativos (29).

Consideracdes finais

Até 1985, a escassez de horménio de crescimento
derivado de hipdfises humanas permitia que apenas
casos extremos de baixa estatura com deficiéncia severa
de GH fossem tratados. Para permitir o diagndstico e
orientar a distribuicdo da medicagdo para aqueles que
mais se beneficiariam dela, foram criados os testes
provocativos para dosagem de GH e estabelecidos va-
lores de corte que estabelecessem a deficiéncia severa
de GH. Hoje, o suprimento ilimitado de GH sintético
permite o tratamento da baixa estatura em criangas
com deficiéncia parcial de GH e também naquelas ndo
deficientes. A deficiéncia de GH propriamente dita
deixou de ser a razdo maior da indicacéo do tratamen-
to, vide as indicacdes de tratamento ja aprovadas na
Sindrome de Turner e na insuficiéncia renal cronica, e
em fase de aprovagdo na baixa estatura consequiente ao
retardo de crescimento intrauterino. A indicacdo em
muitos centros passou a ser a baixa estatura e os pro-
blemas dela advindos. Entretanto, considera¢8es sobre
efeitos colaterais ainda ndo conhecidos, o alto custo da
medicacdo e consideragdes filosoficas restringem a in-
dicacdo do tratamento aos mais deficientes. Dentro
deste painel, os testes provocativos, apesar das suas
limitacBes, continuam sento usados como critério
decisivo para a indica¢do do tratamento com GH sin-
tético. A definicdo do valor de corte, na maioria das
vezes, reflete a filosofia dos médicos responsaveis pelo
tratamento, ndo existindo um consenso nacional ou
internacional sobre o assunto. Por todo o exposto
acima, consideramos os testes de secre¢do de GH
importantes no diagnéstico da baixa estatura, mas
questionamos 0 seu uso como determinante final de
uma decisdo clinica. Diferente de outras situactes
tradicionais em endocrinologia, onde apenas o hor-
monio deficiente deve ser reposto, a indicacdo do
tratamento com GH pode acontecer mesmo em ndo
deficientes. A somatdria dos achados clinicos, psi-
coldgicos, laboratoriais, radiolégicos e evolutivos do
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paciente deveria nortear o diagnéstico e a indicacdo de
tratamento em uma crianga que, mesmo sem a chama-
da deficiéncia cléssica de GH, ndo esté crescendo bem.

REFERENCIAS

1. Rosenfeld RG, Albertsson-Wikland K, Cassorla F, Frasier
SD, Hasegawa Y, Hintz RL, et al. Diagnostic controversy:
the diagnosis of childhood growth hormone deficiency
revisited. J Clin Endocrinol Metab 1995;80:1532-40.

2. Guidelines for the use of growth hormone in children
with short stature: a report of the Drug and Therapeutic
Committee of the Lawson Wilkins Pediatric Endocrine
Society. J Pediatr 1995;127:857-67.

3. Saggese G, Ranke MB, Saenger P, Rosenfeld RG, Tana-
ka T, Chaussain JL, et al. Diagnosis and treatment of
growth hormone deficiency in children and adoles-
cents: towards a consensus. Horm Res 1998;50:320-40.

4. Sizonenko PC, Clayton PE, Cohen P, Hintz RL, Tanaka T,
Laron Z. Diagnosis and management of growth hor-
mone deficiency in childhood and adolescence. Part 1:
diagnosis of growth hormone deficiency. Growth Hor-
mone & IGF Research 2001;11:137-65.

5. Jull A, Bernasconi S, Clayton PE, Kiess K, Schrama SD.
European audit of current practice in diagnosis and
treatment of childhood growth hormone deficiency.
Horm Res 2002;58:233-41.

6. Kohara SK, De Lacerda L, Sandrini R. Correlation
between growth and growth hormone provocative
tests of patients with short stature. Anais da IV Reunido
Anual da Sociedade Latinoamericana de Endocrinolo-
gia Pediatrica, Recife, Brasil, Novembro de 1990.

7. Preece MA. Prepubertal and pubertal endocrinology.
In: Human Growth. A comprehensive treatise. Falkner F,
Tanner JM, eds. Plenum Press, New York 2, 1986, 211-24.

8. Boguszewski CL. Genética molecular da eixo GH-IGF1.
Arq Bras Endocrinol Metab 2001;45/1:5-14.

9. Frasier SD. A review of growth hormone stimulation tests
in children. Pediatrics 1974;53/6:929-37.

10. Bercu BB, Shulman D, Root AW, Spiliotis BE. Growth hor-
mone (GH) provocative testing frequently does not
reflect endogenous GH secretion. J Clin Endocrinol
Metab 1986;63:709-16.

11. Rochiccioli P, Pienkowski C, Tauber M-T, Uboldi F,
Enjaume C. Association of pharmacological tests and
study of 24-hour growth hormone secretion in the inves-
tigation of growth retardation in children: analysis of 257
cases. Horm Res 1991;35:70-5.

12. Zadik Z, Chalew SA, Gilula Z, Kowarski AA. Reproducibili-
ty of growth hormone testing procedures: a comparison
between 24-hour integrated concentration and phar-
macological stimulation. J Clin Endocrinol Metab
1990;71:1127-30.

13. Albertsson-Wikland K, Rosberg S. Methods of evaluating
spontaneous growth hormone secretion. In: Diagnostics
of endocrine function in children and adolescents.
Ranke MB, ed. Edition J & J, Heidelberg, Leipzig,
1996;149-75.

Arq Bras Endocrinol Metab vol 47 n® 4 Agosto 2003



Testes de Secregdo de GH
Seick & Boguszewski

14

15.

16.

17.

18.

19

20.

21.

22.

. Kaplan SL, Abrams CA, Bell JJ, Conte FA, Grumbach
MM. Growth and growth hormone. |. Changes in serum
level of growth hormone following hypoglycemia in
134 children with growth retardation. Pediatr Res
1968;243-63.

Bell JJ, Dana K. Lack of correlation between growth hor-
mone provocative test results and subsequent growth
rates during growth hormone therapy. Pediatrics
1998;102:518-20.

Jansson C, Boguszewski CL, Rosberg S, Carlsson L,
Albertsson-Wikland K. Growth hormone (GH) assays:
influence of standard preparations, GH isoforms, assay
characteristics, and GH-binding protein. Clin Chem
1997;43:950-6.

Strasburger C. Use of an immunofunctional assay in GH
stimulation testing. International Growth Monitor
2001;11(3):10-2.

Andersson AM, Orskov H, Ranke MB, Shalet SM, Skakke-
baek NE. Interpretation of GH provocative tests: com-
parison of cut-off values in four European laboratories.
Eur J Endocrinol 1995;132:340-3.

. Zadik Z, Chalew SA, McCarter Jr RJ, Meistas M, Kowarski
AA. The influence of age on the 24-hour integrated con-
centration of growth hormone in normal individuals. J
Clin Endocrinol Metab 1985;60:513-6.

Albertsson-Wikland K, Rosberg S, Karlberg J, Groth T.
Analysis of 24-hour growth hormone profiles in healthy
boys and girls of normal stature: relation to puberty. J
Clin Endocrinol Metab 1994;78:1195-201.

Marin G, Domené HM, Barnes KM, Blackwell BJ, Cassor-
la FG, Cutler GB Jr. The effect of estrogen priming on
puberty on the growth hormone response to standard-
ized treadmill exercise and arginine-insulin in normal
boys and girls. J Clin Endocrinol Metab 1994;79:537-41.

Deller JJ, Boulis MW, Harriss WE, Hutsell TC, Garcia JF, Lin-
foot JA. Growth hormone response patterns to sex hor-
mone administration in growth retardation. Am J Med
Sci 1970;259:292-6.

Arq Bras Endocrinol Metab vol 47 n® 4 Agosto 2003

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Moll G, Rosenfield R, Fang V. Administration of low-dose
estrogen rapidly and directly stimulates growth hor-
mone production. Am J Dis Child 1986;140:124-7.

Shalet SM, Toogood A, Rahim A, Brennan BMD. The
diagnosis of growth hormone deficiency in children and
adults. Endoc Rev 1998;19(2):203-23.

Coutant R, Lahlou N, Bouvattier C, Bougnéres P. Circu-
lating leptin level and growth hormone response to stim-
ulation tests in obese and normal children. Europ J
Endocrinol 1998;139:591-7.

Thissen JP, Ketelslegers JM, Underwood LE. Nutritional
regulation of the insulin-like growth factors. Endocr Rev
1994;15:80-101.

Allen DB, Julius JR, Breen TJ, Attie KM. Treatment of glu-
cocorticoid-induced growth suppression with growth
hormone. J Clin Endocrinol Metab 1998;83:2824-9.

Wyatt DT, Mark D, Slyper A. Survey of growth hormone
treatment practices by 251 pediatric endocrinologists. J
Clin Endocrinol Metab 1995;80:3292-5.

Werther GA. Growth hormone measurements vs. auxol-
ogy in treatment decisions: the Australian experience. J
Pediatr [Suppl]128:547-51.

Endereco para correspondéncia:

Margaret C.S. Boguszewski

Unidade de Endocrinologia Pediatrica
Rua Padre Camargo 250

80060-240 Curitiba, Parana

Fone/Fax (41) 262-3837

e.mail: margabogus@bol.com.br

311



