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RESUMO

HALAH, M.P. Avaliacao dos Testes de Estimulo de Cortisol no Diagnostico de
Insuficiéncia Adrenal Central em Criancas e Adolescentes. 2023. Dissertagdo de

Mestrado Profissional em Medicina — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sdo Paulo. Ribeirdo Preto, 2023.

Introdugdo: A mensuracdo do pico de cortisol plasmatico apds estimulo
farmacologico induzido pelo teste de tolerancia a insulina (ITT) e pelo glucagon ¢
frequentemente necessaria para confirmar ou afastar o diagndstico de Insuficiéncia
Adrenal Central (IAC). Entretanto, os pontos de corte do cortisol ainda sdo

controversos € os testes nao sdo isentos de complicagdes.

Objetivos: Em pacientes que realizaram ITT e teste do glucagon avaliar: a correlacao
entre os testes diagnosticos avaliados (cortisol basal, ITT e glucagon), a concordancia
entre o teste de ITT e o glucagon, sensibilidade diagnéstica destes testes e a

frequéncia de complicagdes e intercorréncias.

Materiais e métodos: Estudo observacional longitudinal retrospectivo que incluiu
pacientes entre 6 meses e 18 anos de idade submetidos a testes de estimulo de cortisol
no HCFMRP-USP entre janeiro de 2001 e dezembro de 2016. O cortisol foi dosado
por radioimunoensaio (RIE) pelo mesmo método durante todo o estudo. Os testes de
estimulo foram realizados na sala de provas de endocrinologia sob supervisao médica
e seguindo o mesmo protocolo durante todo o estudo. De acordo com as
concentragdes de cortisol (F; mcg/dL), basal (Fbasal) e pico pos-estimulo (Fpico) os
pacientes foram classificados em trés grupos: IAC (Fbasal < 5 ou Fpico < 15),
Indeterminado (Fbasal= 5 a 13 mcg/dL ou Fpico=15-18) e Normal (Fbasal > 13
mcg/dL ou Fpico > 18). Para avaliar os melhores pontos de corte, construimos curvas
ROC utilizando ITT ou necessidade de tratamento medicamentoso como padrao-ouro
e avaliamos a sensibilidade, especificidade e razdes de verossimilhanca (LR) para
Fbasal e Fpico. Avaliamos a existéncia de correlacao entre Fbasal e Fpico por meio
do teste de Kappa. A concordancia entre os testes ITT e Glucagon foi avaliada pelo
método de Bland-Altman. Avaliamos a frequéncia de eventos adversos nos testes.
Avaliamos a correlagdo entre cortisol basal dosado pré teste vs basal colhido nos

horarios -15 e 0 minutos dos teste de ITT e glucagon pelo coeficiente de correlacao de



Spearman. Comparamos Fbasal e Fpico em pacientes com ou sem DGH,
neurohipéfise ectopica e sindrome da haste interrompida pelo método t de Student e
pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Comparamos Fbasal e Fpico de pacientes
que utilizaram medica¢des ou foram expostos a radioterapia com aqueles que nao
utilizaram medica¢des nem foram submetidos a radioterapia pelo teste de Kruskall-
Wallis e pos-teste de Dunn. Comparamos Fbasal e Fpico de pacientes que tinham
antecedentes neonatais sugestivos de hipopituitarismo através do teste de Kruskall-
Wallis. Comparamos Fbasal e Fipico de pacientes com 6 meses a 2 anos com
pacientes com idade superior a 2 anos pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Para
avaliacdo de quais possiveis varidveis categoricas ou numéricas poderiam indicar um
determinado resultado no Fpico em uma relacdo de regressdo, construimos uma

Conditional Inference Tree.

Resultados: Foram avaliados 904 pacientes (60,1% masculino; 10,1 anos [0.1 -
17,7]), a maioria com baixa estatura (escore Z estatura= -2,6; [-10 a 3,8]) ¢ 17,2%
apresentaram sinais de hipopituitarismo no periodo neonatal. A importancia dos testes
estimulo foi confirmada pelos dados do Fbasal: Fbasal de 3,5 mcg/dL teve
especificidade de 99% porém baixa sensibilidade (5,3%) e LR+ (7,6), enquanto que o
valor de 13 mcg/dL apresenta especificidade (45%) e sensibilidade baixas (82%). No
teste do glucagon, Fpico = 11 mcg/dL teve maior acuracia diagndstica, com LR+ de
2,8 e alta especificidade de 94% as custas de sensibilidade baixa (17%). A correlagio
entre cortisol basal anterior a realizacdo do teste de estimulo e a medida do cortisol
basal no ITT e no teste de estimulo de glucagon foi forte-moderada (coeficiente de
Spearman = 0,74 ITT e 0,58 Glucagon). Observamos que Fbasal de pacientes com
neurohipdfise ectdpica e pacientes com sindrome da haste hipofisaria interrompida ¢é
menor do que pacientes se esses achados na RNM (p<0,01). Destes, apenas pacientes
com neurohip6fise ectdpica tinham Fpico menor do que pacientes controle (p<0,01).
Dentre aqueles que fizeram uso de medicagdes, uso de corticoide oral,
anticonvulsivantes e radioterapia demonsrtraram apresentar Fbasal menor (p<0,01),
mas sem alteragdes em Fpico. Houve concordancia fraca entre o Fpico e Fbasal
(Kappa= 0,25; 0,2 - 0,3). A concordancia entre o ITT e glucagon foi boa na maioria
dos pontos observados, com mediana das diferencas entre Fpico nos dois testes
préoxima de zero, principalmente nos valores abaixo de 18 mcg/dL. Durante o ITT,

59,1% dos pacientes apresentaram sinais de hipoglicemia e a suplementacdo de



glicose foi necessaria em 18,6%, sendo 10,1% por via EV. Destes, 1,4% (n= 8)
necessitaram de observacdo clinica apds o teste e 1 paciente necessitou permanecer
internado. No teste do glucagon, 13,1% dos pacientes apresentaram intercorréncia,
sendo a maioria nauseas e/ou vomitos. Destes, 2% (n= 2), necessitaram de internacao

hospitalar. Nao houve mortes ou sequelas permanentes.

Conclusdes: Fbasal ndo apresenta boa acuracia diagnostica e testes de estimulo de
cortisol sdo necessarios na maioria dos pacientes com suspeita ou possibilidade de
IAC, descartanto o diagnostico na maioria dos pacientes. Os testes de ITT e glucagon

sdo seguros e possuem excelente acuracia para diagnostico de IAC.

Palavras-chave: Cortisol, insuficiéncia adrenal central, teste de estimulo, ITT,

glucagon.



ABSTRACT

HALAH, M.P. Evaluation of Cortisol Stimulation Tests in the Diagnosis of
Central Adrenal Insufficiency in Children and Adolescents. 2023. Dissertation for

the Professional Master’s Program in Medicine — Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto da Universidade de Sdo Paulo. Ribeirdo Preto, 2023.

Introduction: Measuring peak plasma cortisol after pharmacological stimulation
induced by insulin tolerance test (ITT) and glucagon is often necessary to confirm or
rule out the diagnosis of Central Adrenal Insufficiency (CAI). However, cortisol
concentration's cutoffs are still controversial, and these tests may result in adverse

effects.

Objectives: In patients who underwent ITT and glucagon test, to evaluate: the
correlation between the diagnostic tests evaluated (baseline cortisol, ITT, and
glucagon), the agreement between the ITT test and glucagon, the diagnostic

sensitivity of these tests, and the frequency and severity of the adverse effects.

Materials and Methods: Retrospective longitudinal observational study including
patients between 6 months and 18 years of age who underwent cortisol stimulation
tests at the HCFMRP-USP between January 2001 and December 2016. Cortisol was
measured by radioimmunoassay using the same method throughout the whole study.
Cortisol stimulation tests were performed by a physician and followed the same
protocol throughout the study. According to cortisol concentrations (F; mcg/dL),
baseline (Fbasal) and post-stimulus peak (Fpeak) patients were classified into three
groups: IAC (Fbasal < 5 or Fpeak < 15), Indeterminate (Fbasal= 5 to 13 mcg/dL or
Fpeak=15-18 ) and Normal (Fbasal > 13 mcg/dL or Fpeak > 18). To assess the best
cutoff points, we constructed ROC curves and evaluated the sensitivity, specificity
and likelihood ratios (LR) for Fbasal and Fpeak. We evaluated the correlation
between Fbasal and Fpeak using the Kappa test. The agreement between the ITT and
Glucagon tests was evaluated by the Bland-Altman method. We evaluated the
frequency of adverse events in these tests. We evaluated the correlation between
Fbasal and cortisol at times -15 min and 0 min in the stimulation tests by Spearman
correlation coefficient. We compared Fbasal and Fpeak between patients with and

without GH deficit, with or without ectopic neurohypophysis and with or without
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interrupted stalk syndrome by Student’s t test and non-parametric Wilcoxon test. We
compared Fbasal and Fpeak of patients that were exposed to medication or radiation
with those that were not exposed by using the Kruskall-Wallis test and Dunn’s post
test. We compared Fbasal and Fpeak of patients that referred neonatal symptoms that
were compatible with hypopituitarism by using the Kruskall-Wallis test. We
compared patients who underwent cortisol stimulation tests between the ages of 6
months and 2 years and compared Fbasal and Fpeak with patients older than 2 years
at the time of the test by using the Wilcoxon non-parametric test. In order to evaluate
which categorical or numerical variables could indicate certain results in Fpeak, we

constructed a Conditional Inference Tree.

Results: A total of 904 patients were evaluated (60.1% male; median age 10.1 years
[0.1 - 17.7]), most with short stature (height Z score= -2.6; [-10 to 3.8]) and 17.2%
presented with signs of hypopituitarism in the neonatal period. The Fbasal data
confirmed the importance of the stimulation tests: Fbasal (mcg/dL) of 3.5 had a
specificity of 99% but low sensitivity (5.3%) and LR+ (7.6), while a value of 13
showed low specificity (54%) and sensitivity (82%). In glucagon stimulation test,
Fpeak of 11 mcg/dL showed highest diagnostic accuracy (LR+ of 2.8) and high
specificity (94%), with a low sensitivity (17%). Correlation between basal cortisol
performed before the test and cortisol at -15 and 0 min at the stimulation tests was
strong-moderate (Spearman coefficient = 0.74 for ITT and 0.58 for Glucagon). We
observed that Fbasal was lower in patients with ectopic neurohypophysis and
interrupted stalk syndrome (p<0.01) and Fpeak was lower in patients with ectopic
neurohypophysis (p<0.01). Patients that used oral corticosteroids, anticonvulsants and
those that underwent radiotherapy had a lower Fbasal (p<0,01), but showed no
difference in Fpeak. There was a weak agreement between Fpeak and Fbasal (Kappa=
0.25; 0.2 - 0.3). The agreement between ITT and glucagon was adequate in most
observed points, the median was close to zero, especially in concentrations lower than
18 mcg/dL. During the ITT, 46% of the patients showed signs of hypoglycemia, and
glucose supplementation was required in 16.7%, being 5.7% by IV. Of these, 1.4%
(n= 3) required clinical observation after the tests but did not require hospitalization.
17.5% of the patients had complications in the glucagon test, mostly nausea and
vomiting. Of these, 1.9% (n= 3) required hospitalization. There were no deaths or

permanent sequelae.
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Conclusions: In children and adolescents, Fbasal does not present good diagnostic
accuracy, and cortisol stimulation tests are necessary for most patients with suspected
or possible IAC. The ITT and glucagon tests are safe and ITT has excellent accuracy
for diagnosing IAC.

Keywords: Cortisol, central adrenal insufficiency, stimulation test, ITT, glucagon.
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1. INTRODUCAO

A insuficiéncia adrenal (IA) ¢ um quadro clinico grave e que pode ter
repercussdes importantes para o paciente e inclusive ser ameagadora da vida. Por esta
razdo, ¢ imprescindivel seu diagndstico precoce e o manejo adequado.

O eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA) age controlando a liberagdo de
cortisol  (glicocorticoide) e androgénios adrenais pelo cortex suprarrenal
(Charmandari et al, 2005). O ACTH ¢ produzido nas células corticotréfica da hipofise
apos estimulo pelo CRH liberado pelo hipotdlamo (Charmandari et al, 2005). O
ACTH ¢ derivado da clivagem da POMC pela PC-1 (Charmandari et al, 2005). Por
outro lado, o controle da liberagdo de aldosterona (mineralocorticoide) é exercido
principalmente pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona (Charmandari et al,
2005).

O eixo HHA ¢ regulado pelo ritmo circadiano e os genes do relégio (Moreira
et al, 2018). Os sincronizadores ambientais agem a nivel central, culminando em
propaga¢do de sinais através do nucleo supraquiasmatico no hipotdlamo para outros
nucleos hipotalamicos, adenohipéfise, glandula pineal e adrenal, controlando de
forma hierarquica os genes do relogio e a liberagdo plasmatica de cortisol (Moreira et
al, 2018). A formacdo dos nucleos hipotalamicos associados aos genes do reldgio e
ritmo circadiano se desenvolvem no periodo pré natal e a regulagdo eixo HHA em
termos de maturidade ocorre de forma gradual, geralmente se estabelece entre 8 e 12
semanas de vida pos natal, mas pode ser diferente para cada individuo (Moreira, et al
2018). O conhecimento do ritmo circadiano e seu desenvolvimento e maturagdo em
humanos ¢ importante para consideragdes acerca do diagndstico e tempo de coleta de
exames e para o tratamento dos pacientes com insuficiéncia adrenal.

A IA primaria (IAP) resulta de alteragdes primdrias da estrutura e/ou fungao
da adrenal, com reducdo tanto da producdo de glicocorticoides como de
mineralocorticoides (Charmandari et al, 2014). O termo doenca de Addison ¢ mais
frequentemente empregado para IAP causada por doenca autoimune, sendo esta a
causa mais frequente em pacientes adultos (Erichsen et al, 2009). Neste grupo,
principalmente, a IAP pode ser causada também por algumas doengas infecciosas
incluindo  paracoccidioidomicose, tuberculose, citomegalovirus, virus da
imunodeficiéncia humana e sifilis, ou doengas neoplasicas. Em pacientes pediatricos e

adolescentes, as causas genéticas como hipoplasia adrenal, resisténcia ao ACTH,
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defeitos de sintese de esterdides adrenais (como exemplo a hiperplasia adrenal
congénita) e a adrenoleucodistrofia sdo as principais causas de IAC (Bornstein et al,
2016; Charmandari et al, 2014; Guran T et al, 2017).

O diagnostico da IAP envolve suspeita clinica relacionada aos sintomas mais
comuns: fadiga generalizada, fraqueza, desidratagdo inexplicada por outras causas,
hipotensdo, perda de peso, crescimento deficiente, febre, dor abdominal e
hiperpigmentacdo cutanea (Bornstein et al, 2016; Charmandari et al, 2014). O
diagnostico laboratorial envolve a demonstragdo de concentragdes muito baixas de
cortisol basal, na presenca de concentragdes plasmaticas de ACTH muito elevadas
(Bornstein et al, 2016; Charmandari et al, 2014). Pode ocorrer também hipoglicemia.
Em fun¢do da deficiéncia concomitante de aldosterona, a maioria dos pacientes
apresenta também hiponatremia, hipercalemia, elevacdo da renina plasmatica e
reducdo da aldosterona (Bornstein et al, 2016; Charmandari et al, 2014).

Em pacientes com suspeita de IAP que apresentam resultados laboratoriais
duvidosos, isto €, com concentragdes de cortisol basal em faixa indeterminada e
ACTH leve ou moderadamente elevado, pode-se utilizar o teste de estimulo agudo
com ACTH. Para este teste, que avalia a reserva adrenal de cortisol utiliza-se um
andlogo sintético do ACTH que ¢ infundido por via endovenosa. Concentragcdo de
cortisol apds 60 minutos do estimulo menor que 18 mcg/dL confirma o diagndstico
(Bornstein et al, 2016; Charmandari et al, 2014).

J& os pacientes com insuficiéncia adrenal secundéria ou central (IAC) tém
reducdo de glicocorticoides devido a secrecao insuficiente de ACTH ou CRH/ACTH
causada por doenca ou lesdo na hipdfise ou no hipotdlamo, respectivamente
(Charmandari et al, 2014). A prevaléncia de IAC varia de 150 a 280 para cada milhao
e pessoas, sendo que a principal causa ¢ a supressdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA) causado por uso prolongado de corticosterdides para tratamento de
outras doengas (Charmandari et al, 2014). No entanto, também sdo importantes causas
de TAC, devendo ser destacadas, as causas genéticas com alteracdes em genes
especificos, associadas a sindromes, causas adquiridas e alteracdes anatomicas do
sistema nervoso central (Charmandari et al, 2014; Bornstein 2009; Patti et al, 2018).
A TAC pode ser causada por doengas hipotalamicas ou hipofisarias. Pode ocorrer
isoladamente (Andrioli et al, 2006) ou no contexto de hipopituitarismo, quando ¢
acompanhada de outras deficiéncias hipofisarias (Higham et al, 2016; Webb e

Dattani, 2015; Charmandari et al, 2014; Patti et al, 2018).
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Dentre as causas genéticas de IAC isolada, podemos destacar alteragdes no
gene 7BX19, gene importante para diferenciagdo de células que produzem POMC
(Couture et al, 2012). Mutagdes do 7BX19 sdo as principais causas de deficiéncia
isolada de ACTH congénita (Couture et al, 2012). A deficiéncia de POMC também ¢
uma causa conhecida de TAC por causa genética e envolve uma sindrome com
fendtipo de cabelos ruivos, pele clara, obesidade grave associada a hiperfagia e
deficiéncia isolada de ACTH (Krude et al, 1998). Outro gene conhecido, cuja
deficiéncia pode culminar com deficiéncia de ACTH e IAC ¢ o PCI, que codifica a
enzima pro-convertase 1 (Jackson et al, 1997).

As alteragdes anatdmicas craniofaciais e de sistema nervoso central sdo causas
importantes de IAC. Dentre elas, destacam-se os defeitos de linha média, a displasia
septo-Optica, holoprosencefalia, a sindrome da interrupcdo da haste hipofisaria e
cistos da bolsa de Rathke (Higham et al, 2016; Webb e Dattani, 2015).

Algumas sindromes genéticas que estdo associadas a risco aumentado de IAC
sdo: sindrome de Prader Willi (Corrias et al, 2012), sindrome de Pallister Hall
(Demurger et al, 2015), sindrome de Webb Dattani (Webb et al, 2013), sindrome de
Williams Beuren (Dayal et al, 2017) e sindrome CHARGE (Wong et al, 2016).

As manifestagdes clinicas da IAC estdo relacionadas aos efeitos do
hipocortisolismo e, secundariamente, a redu¢do de androgénios adrenais nos pacientes
durante a puberdade e na vida adulta (Charmandari et al, 2014). A deficiéncia de
cortisol em neonatos pode causar hipoglicemia, convulsdes e ictericia prolongada
(Charmandari et al, 2014; Webb e Dattani, 2015; Patti et al, 2018). Em criangas ¢
adolescentes com IAC pode também ocorrer infec¢des frequentes, fraqueza, fadiga,
nauseas, cefaléia, mialgia e artralgia. Adolescentes do sexo feminino e mulheres
adultas podem ter reducdo da quantidade de pelos corporais (Charmandari et al, 2014;
Webb e Dattani, 2015; Patti et al, 2018). Deve-se destacar que esses pacientes nao
apresentardo as alteracdes eletroliticas tipicas da IAP, hiponatremia e hipercalemia.
No entanto, pacientes com [AC podem apresentar hiponatremia dilucional, com
potassio sérico dentro da normalidade (Charmandari et al, 2014). Em pacientes com
IAC, diferente daqueles com IAP, ndo se observa hiperpigmentacdo cutaneo-mucosa
(Charmandari et al, 2014). Outras alteragdes clinicas associadas podem resultar de
outros defeitos hormonais que acompanham o déficit de ACTH, como baixa estatura
por déficit de GH, alteracdes genitais e puberais pelo hipogonadismo ou sinais

clinicos decorrentes do hipotireoidismo (Webb e Dattani, 2015). Além disso, podem
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ocorrer alteracdes clinicas decorrentes da doenga de base, como exemplos tumores de
sistema nervoso central causando sintomas neuroldgicos associados ao efeito de
massa.

O diagnostico da TAC ¢ feito por meio da andlise do eixo HHA e pode ser
iniciado com a dosagem de cortisol plasmatico basal em amostra de sangue coletada
entre 7 ¢ 9 horas da manha (Chrousos et al, 2009; Grossman, 2010). Este é um exame
simples, mas que deve ser interpretado com cautela. A secrecdo de cortisol varia de
acordo com o ritmo circadiano, como descrito anteriormente, tendo seu pico entre 6 e
9 horas da manha (Chrousos et al, 2009; Grossman, 2010), periodo em que estd
indicada a coleta da amostra para a investigacdo da IA. Caso o paciente apresente
concentragdes plasmaticas de cortisol basal abaixo de 3,0 mcg/dL nesse horario, a
probabilidade de IA ¢ bastante alta. Por outro lado, caso o paciente apresente cortisol
plasmatico em concentracdo acima de 13 mcg/dL nesse horério, a possibilidade deste
diagnéstico se reduz muito (Grossman, 2010). Um estudo mais recente (Gasco et al
2021), demonstrou que concentragdes abaixo de 4 mcg/dL tém sensibilidade de
13,8% e especificidade de 98,7% para diagnoéstico de 1A, enquanto que o valor de 11
mcg/dl teve o melhor valor de sensibilidade (87,7%) e especificidade (46,1%) para
diagnostico de TA. Considerando variagdes de cortisol basal de acordo com diversos
fatores, principalmente o ritmo circadiano, e também por que em muitos pacientes
com IAC, a concentragdo matinal de cortisol plasmatico se situa entre estes dois
limites, surge a necessidade de testar o eixo HHA utilizando testes de estimulo
farmacologicos.

O teste de estimulo para avaliar a secrecao de cortisol considerado o padrao-
ouro para diagnodstico de IAC ¢ o Teste de Tolerancia a Insulina ou ITT (do ingles,
Insulin Tolerance Test). Este teste de estimulo coloca o organismo em situagdo de
estresse por meio de indugdo de hipoglicemia, gerando ativagdo rapida do eixo HHA.
Neste teste, ¢ aferida a concentrag@o de cortisol basal (tempo zero) e apds 30, 60 e 90
minutos da injecdo intravenosa de 0,1 Ul/kg de insulina. O estimulo hipoglicémico ¢é
considerado totalmente efetivo quando ha queda de pelo menos 50% da glicemia
basal ou para concentragdes menores do que 45 mg/dL. Resposta normal, isto &,
insuficiéncia adrenal ¢ descartada se a resposta maxima (pico) de cortisol atinge
concentragdes maiores que 18 a 20 mcg/dL (Chrousos et al, 2009; Grossman, 2010).
Esse teste ¢ considerado de risco para pacientes com doencas cardiacas, histdrico de

hipoglicemias severas ou convulsdes. Além disso, por principio de seguranca,
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habitualmente ele ndo ¢ realizado em criangas menores de 2 a 3 anos. Quando o ITT ¢
contraindicado, podemos indicar realizagdo de outros testes de estimulo, como o teste
do ACTH, teste da metirapona e o teste do glucagon (Chrousos et al, 2009; Grossman,
2010).

O teste de estimulo com ACTH, utiliza andlogo do ACTH para estimulo de
liberagdo de cortisol pelo cortex adrenal. E um teste util para avaliar insuficiéncia
adrenal de curso cronico, visto que nos casos de insuficiéncia adrenal moderada ou
recente ndo ha atrofia cortical adrenal e o teste ndo € tao sensivel, podendo o resultado
ser falso negativo (Kazlauskaite et al, 2008; Grossman, 2010). Uma metanalise
demonstrou sensibilidade de 36 a 69% e especificidade de 91 a 99% do teste de
estimulo com ACTH (Ospina NS et al, 2016). Portanto, ¢ um teste adequado para
afastar, mas ndo para confirma¢ao do diagnostico de IA.

O teste do glucagon ¢ bastante util para identificagdo de IAC e indicado em
pacientes que nao podem realizar o ITT. Neste teste, ¢ aplicada injecdo intramuscular
de glucagon na dose de 1 mg ou 30 mcg/kg em criancas com menos de 6 anos de
idade. O mecanismo proposto ¢ de ativagdo alfa adrenérgica e estimulo a liberacdo de
cortisol. Pico de cortisol abaixo de 14 mcg/dL indica fortemente IAC (Di lorgi et al,
2010; Grossman, 2010). Um estudo realizado na Italia avaliou a acuracia do teste de
glucagon em comparacdo com o ITT em pacientes com deficiéncia de GH no
diagnéstico de TA (Di Iorgi et al, 2010). A maior propor¢do de pacientes corretamente
diagnosticados no estudo (91,6%), com IAC confirmada ou com diagndstico
descartado, foi obtida com o ponto de corte da concentracdo de cortisol de 14,6
mcg/dl, com uma sensibilidade de 66,6% e especificidade de 100%. Além disso, os
picos observados no teste de glucagon foram concordantes com aqueles obtidos no
ITT. Um estudo realizado na Alemanha observou uma especificidade de 100% e
sensibilidade de 32% para descartar o diagndstico de IA considerando valores acima
do cut-off de 21,7 mcg/dl (Berg et al, 2010). Em valores abaixo do cut-off de 10
mcg/dl, o teste apresentou sensibilidade de 72% e especificidade de mais de 95% no
diagnéstico de insuficiéncia adrenal.

O teste da metirapona envolve administragdo de 30 mg/kg desta droga a meia-
noite, visando a inibi¢do da enzima 11-alfa hidroxilase, que ¢ o ultimo passo na
sintese de cortisol. A inibi¢do desta enzima resulta na reducdo da retroalimentacao
negativa do cortisol sobre 0 ACTH (Raff H, et al 1989). Considera-se o diagnostico

de insuficiéncia adrenal se o pico de 11-desoxicortisol permanecer abaixo de 7
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mcg/dL. Um grupo da Universidade de Turim investigou o teste da metirapona para
avaliagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal nos pacientes com suspeita de
insuficiéncia adrenal. No estudo, um ponto de corte de 5 mcg/dl de 11-desoxicortisol
apresentou o par com as maiores sensibilidade e especificidade, sendo elas 64,3% e
82,4%, respectivamente (Giordano R et al, 2008). No entanto, devido ao risco de
precipitar crise adrenal e dificuldade de conseguir a metirapona, este teste ¢ raramente
utilizado (Korpi-Steiner e Nerenz, 2020).

Portanto, considerando que nenhum dos testes ¢ 100% sensivel ou 100%
especifico, devemos considerar diversos aspectos para indicar os testes, na
interpretagdo dos resultados apds avaliagdo fina da metodologia de realizacdo das
coletas de amostra e andalise de dosagem de cortisol (espectrometria de massa,
imunofluorométrico ou radioimunoensaio) e correlacionar com apresentagdo clinica.
E importante considerar a necessidade de avaliar os pacientes com alta probabilidade
pré-teste de TAC, avaliar como e em qual faixa o cortisol basal pode prever o
diagnodstico de IAC, considerar a possibilidade de deficiéncia de ACTH e realizar
testes de estimulo a partir de uma indicagdo correta para garantir reconhecimento
precoce de tal patologia e institui¢do de tratamento adequado para estes pacientes.
Para tal, ¢ necessario avaliar a acurédcia dos testes de estimulo de cortisol para o
diagnostico de TAC, correlagdo dos resultados dos testes diagnosticos, incluindo
cortisol basal, com os resultados obtidos nos testes de estimulo, € os desfechos, como
desenvolvimento de crise adrenal ou necessidade de tratamento com corticosteroides.

E importante avaliar os resultados dos testes de estimulo para cortisol
realizados em um hospital terciario do porte do Hospital das Clinicas de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sdo Paulo, considerando a gravidade da insuficiéncia
adrenal subdiagnosticada e ndo tratada adequadamente. Necessita-se da avaliacdao da
seguranca desses testes e da andlise dos pontos de corte vigentes utilizados para o
diagnostico e a indicagdo de tratamento. Além disso, muitos pacientes sdo testados
mais de uma vez ao longo da vida, visto que a insuficiéncia adrenal pode evoluir apds
exames iniciais dentro dos parametros normais ou duvidosos. Adicionalmente,
mostra-se necessario caracterizar o padrao de resposta a estes testes dos pacientes na
faixa etaria pediatrica que apresentam suspeita clinica de IAC e também aqueles com
alteracdes hipofisarias anatémicas ou até déficit de GH, os quais podem evoluir com

IAC (Cerbone e Dattani, 2017).
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A hipédtese principal deste projeto ¢ de que os testes de estimulo de cortisol
sdo eficazes e seguros para realizacao do diagndstico de IAC.

Avaliamos neste estudo se os testes sdo solicitados de acordo com os
protocolos atuais vigentes e se os valores obtidos no nosso servigo sdo concordantes
com os valores da literatura. Avaliamos quantas e quais foram as complicagdes e
intercorréncias durante a realizacao dos testes de estimulo de cortisol. Observamos os
resultados dos diferentes testes de estimulo e analisamos se existe associa¢ao entre o
pico de cortisol observado nos testes de estimulo com a concentragdo de cortisol
basal, além de avaliar pontos de corte de cada teste com melhor sensibilidade e
especificidade para diagnéstico de IAC.

Analisamos as caracteristicas dos pacientes com [AC: sexo, idade, quantos
possuem alteracdo anatomica do sistema nervoso central, quantos tem sindrome
genética associada, quantos desenvolveram esta deficiéncia apos tratamento com
radioterapia ou uso cronico de corticosteroide e quantos possuem outras alteracdes

hormonais associadas.
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2. OBJETIVOS

Objetivo primario:
- Avaliar necessidade dos testes de estimulo de cortisol para o diagnostico de

insuficiéncia adrenal secundaria em criangas e adolescentes.

Objetivos secundarios:

- Identificar o niimero de testes realizados, divididos por tipo de estimulo e
caracterizar a populacdo pediatrica submetida ao teste;

- Comparar os resultados entre diferentes testes realizados num mesmo
paciente pediatrico: comparar o teste de glucagon com o teste de ITT e comparar os
resultados dos testes de estimulo com os resultados de cortisol basal.

- Avaliar a seguranca dos testes e os eventos adversos que ocorreram durante a
realizacdo dos testes.

- Avaliar a associagdo entre IAC e deficiéncia de outros hormonios

hipofisarios, alteracdes do sistema nervoso central e/ou sindromes genéticas.
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3. METODOLOGIA

Delineamento do estudo:

Este ¢ um estudo observacional, de coorte, retrospectivo.

Amostragem:
Foram incluidos todos os pacientes submetidos a testes de estimulo de cortisol
no HC FMRP-USP entre janeiro de 2001 e dezembro de 2016, dentro da faixa etaria

pediatrica (de zero até 18 anos incompletos).

Coleta de dados:

Os resultados foram coletados através da andlise de prontudrios, exames
laboratoriais e exames de imagem dos pacientes submetidos a testes de estimulo de
cortisol no periodo referido. Os dados clinicos, antropométricos, laboratoriais e de
imagem foram obtidos pela andlise de prontuarios médicos e gerenciados usando a

ferramenta de captura de dados eletronicos REDCap.

Parametros coletados:

Clinicos:

Foram coletados dados relativos a idade, sexo, IMC (kg/m?), estatura (SDS),
estatura alvo (SDS), velocidade de crescimento (cm/ano), estadiamento puberal (pela
classificagdo de Tanner), diagnostico inicial e indicacdo para realizagdo do teste.

O ajuste da estatura ao escore de desvio padrdo (SDS) foi feito de acordo com
os dados das curvas da OMS para menores de 2 anos, e da tabela CDC Growth Charts
for the United States (2000) para maiores de 2 anos, cujas curvas de crescimento
derivadas destas tabelas sdo as mesmas utilizadas nos ambulatérios de endocrinologia
pediatrica deste servigo.

A férmula utilizada para este ajuste € a seguinte:

SDS = (estatura observada — estatura média (idade, sexo) ) ~ DP (idade, sexo)

O calculo da velocidade de crescimento antes e depois do teste de estimulo foi
feito em cm/ano, através da variagdo de estatura observada num periodo minimo de 4

meses € maximo de 12 meses.
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A avaliagdo puberal se divide em impuberes ou puberes, em fun¢do da
classificagdo pelo estadiamento de Tanner. Foram considerados puberes os meninos
com estadiamento igual ou superior a G2 e as meninas com estadiamento igual ou

superior a M2.

Laboratoriais:

Foram contemplados exames laboratoriais prévios ao teste de estimulo
importantes para avaliacdo de IAC e hipopituitarismo, assim como problemas de
crescimento, a saber: IGF-1, glicemia de jejum, cortisol, TSH e T4L. Também foram
coletados o(s) resultado(s) obtido(s) no(s) teste(s) de estimulo (pico maximo obtido).
Consideramos o ITT como adequado quando paciente atingiu nadir de glicemia
abaixo de 45 mg/dL ou com redugdo de pelo menos 50% em relacdo a glicemia basal.

O cortisol foi dosado por radioimunoensaio, sendo utilizado o mesmo método
durante todo o periodo de estudo. A determinagdo do cortisol sérico ocorreu por
método direto sem extragdo prévia do plasma. O plasma foi apenas previamente
submetido a dilui¢do com tampdo do ensaio com 11% de metanol e colocado em
banho maria a 600C, sendo a seguir dosado em duplicatas. O radioimunoensaio
utilizou um anticorpo anti-cortisol (produzido em coelhos contra o conjugado
cortisol-3oxima-albumina bovina), apresentando reatividade cruzada de 26% com a
cortisona, 14% com o 11-desoxicortisol, 3% com a corticosterona ¢ menos que 1%
com os demais esteroides adrenais e gonadais. Utilizou-se como horménio marcado a
hydrocortisone 1,2 3H (New England Nuclear) com atividade especifica de 50,7
Ci/nmol, previamente purificada por cromatografia em coluna de Sephadex LH-20
(Pharmacia Fine Chemicals). Na separacdo das fracdes livres das ligadas utilizou-se
solucdo de carvao-Dextran 0,5/0,05%. A dose minima detectavel foi de 1,2pg/dL, a
variagdo intra ensaio de cerca de 5% e a variagdo interensaio de cerca de 10,5% ao
nivel do ponto médio (B/Bo = 0,5) da curva padrao.

O ITT e o teste de glucagon foram realizados seguindo os protocolos do HC
FMRP-USP, detalhados a seguir. Os testes foram realizados por médicos residentes
treinados e sempre seguindo o protocolo do servigo para realizacdo do teste e manejo
de efeitos adversos.

Para realizagdo do ITT, os pacientes foram orientados a chegar ao hospital
pela manha as 8 horas em jejum, quando o acesso venoso periférico ¢ puncionado. Foi

realizada a administragdo endovenosa de insulina humana regular na dose de
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0,1UI/Kg. No caso de teste repetido, em paciente que ndo havia tido hipoglicemia
satisfatoria com esta dose, um novo teste com a dose de 0,15 UI/Kg foi realizado.
Foram coletadas amostras de glicemia e cortisol no basal (-15 minutos e zero) e
depois nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos.

Para realizacdo do teste de estimulo com glucagon, os pacientes também
foram orientados a chegar ao hospital pela manha as 8 horas em jejum. Foi realizada a
administracdo intramuscular de glucagon na dose de 30 mcg/kg ou doses fixas de 500
mcg ou 1 mg a depender do peso. Foram coletadas amostras de glicemia e cortisol no

basal (-15 minutos e zero) e depois nos tempos 60, 90, 120, 150 e 180 minutos.

Imagem:
Foram avaliados os dados observados no exame de ressonincia nuclear
magnética (RNM) da sela tarcica e do encéfalo. Foram avaliadas a idade 6ssea dos

pacientes obtida na admissao, sendo as mesmas relidas pelo mesmo observador.

Critérios de inclusio e exclusio:

Inicialmente, avaliamos todos os prontudrios de pacientes submetidos ao teste
de estimulo de cortisol e de GH no periodo referido (ITT ou Teste do Glucagon), sem
restricdo de idade. Essa lista de pacientes foi obtida nos arquivos do Laboratorio de
Endocrinologia — Setor de Imunoensaios do HCFMRP-USP. Neste laboratério foram
dosadas todas as amostras de cortisol realizadas no HCFMRP-USP no periodo
analisado.

Num segundo momento, para caracterizagdo da populagdo pediatrica, foram
incluidos  apenas aqueles que foram submetidos a teste de estimulo e que
apresentem idade entre 6 meses de idade e 17 anos e 11 meses e 29 dias (18 anos
incompletos), ou seja, criangas e adolescentes.

Para caracterizagdo dos testes de estimulo com insulina, excluimos todos os
pacientes que foram submetidos a ITT e ndo apresentaram hipoglicemia significativa,
além daqueles que faziam uso de qualquer tipo de glicocorticoide.

Para andlise de acuricia do teste, sensibilidade e especificidade, excluimos,
além dos pacientes que ndo apresentaram hipoglicemia no ITT, pacientes que fizeram
uso prévio de corticoides, pacientes menores de 6 meses que fizeram hipoglicemia
espontdnea e coletaram amostra critica para investigagdo etioldgica, pacientes com

doenga cronica e pacientes com sindrome de Turner que foram submetidas ao teste de
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estimulo por baixa estatura e para iniciar tratamento com somatropina pelo Sistema

Unico de Satde (demanda do protocolo do SUS existente no inicio deste programa).

Parametros Laboratoriais e Analise Estatistica:
De acordo com as concentragdes de cortisol (F; mcg/dL), basal (Fpasal) € pico
pos-estimulo (Fpico) dividimos os pacientes em 3 grupos (Grossman et al, 2010;

Maguire A M et al, 2008; Patti G et al, 2018).

Concentragao de cortisol basal:

1) Alta probabilidade de insuficiéncia adrenal: aqueles com resultado abaixo
de 5 mcg/mL;

2) Baixa probabilidade de diagnostico de insuficiéncia adrenal: aqueles com
resultado acima de 13 mcg/mL;

3) Resultado indeterminado: aqueles com resultado entre 5 ¢ 13 mcg/mL,

com necessidade de realizacao de teste de estimulo

Concentracdo do pico de cortisol apds estimulo:

Para avaliacdo do teste de estimulo, os pacientes que foram submetidos a
realizacdo de teste de estimulo de cortisol foram divididos e classificados como
descrito a seguir:

a) Diagnostico de IAC excluida: pico de cortisol acima de 18 mcg/mL.

b) Indeterminado: pico de cortisol entre 15 e 18 mcg/mL. Considerando os
dados recentes da literatura, este intervalo pode representar resposta
normal de cortisol ao estresse do teste de estimulo em criangas, portanto
consideramos como um grupo a parte a ser avaliado (Drummond JB et al,
2020).

¢) Diagnostico de IAC confirmada: pico de cortisol abaixo de 15 mcg/dL.

Combinacao de Cortisol basal e Cortisol pos-estimulo

De acordo com as concentragdes de cortisol basal (Fpasa) € pico pOs-estimulo
(Fpico) 0s pacientes foram classificados em trés grupos:

a) IAC confirmada: Fyasa < 5 meg/dL ou Fpieo < 15 meg/dL;

b) Indeterminado: Fpu= 5 a 13 mcg/dL ou Fpico= 15-18 meg/dL;
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c) IAC excluida (Normal): Fpasa > 13 meg/dL ou Fpico > 18 meg/dL.

Os pontos de cortes para 0 Fyasal € Fpico foram avaliados por meio de curvas
ROC, avaliamos a existéncia de correlagdo entre Fbasal e Fpico por meio do teste de
Kappa e a concordancia entre os testes ITT e Glucagon foi avaliada pelo método de
Bland-Altman.

Neste momento, padronizamos como doente aqueles pacientes com
diagnostico final confirmado de IAC pelo teste do ITT (padrao-ouro). Considerando o
paciente como portador ou ndo da doenga, estabelecemos sensibilidade e
especificidade, para os pontos de corte avaliados no teste de cortisol basal e no teste
de estimulo com glucagon.

Avaliamos também a frequéncia de eventos adversos que ocorreram em cada
teste de estimulo em pacientes que realizaram tanto o ITT quanto o teste de estimulo
com glucagon para evitar viés de selecdo. Nao conseguimos realizar andlise estatistica
devido ao numero reduzido de pacientes que realizaram tanto o ITT quanto o teste de
estimulo com o glucagon.

Comparamos o cortisol basal dosado pré teste e o basal colhido nos horarios -
15 e 0 minutos dos teste de ITT e glucagon e comparamos pela correlagdo de
Spearman.

Comparamos Fbasal e Fpico em pacientes com ou sem DGH, neurohipéfise
ectopica, sindrome da haste interrompida e pacientes com 6 meses a 2 anos com
aqueles acima de 2 anos de idade. A diferenga estatistica foi avaliada pelo teste t de
Student e teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Comparamos Fbasal e Fpico em
pacientes que tiveram ou ndo exposicao prévia a medicagdes e/ou radiagdo e pacientes
com presenca ou ndo de antecedentes neonatais de hipopituitarismo através do teste
de Kruskall-Wallis. No caso de se encontrarem diferencgas significativas, foi realizado
subsequentemente o pos-teste de Dunn.

Para avaliacdo de quais possiveis variadveis categdricas ou numéricas poderiam
indicar um determinado resultado no Fpico em uma rela¢do de regressao, construimos
uma Conditional Inference Tree.

O software utilizado para anélise estatistica foi o R, versao 4.0.3.

Aspectos éticos:
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Este projeto foi submetido a apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa do
HCFMRP-USP e aprovado (45517621.1.0000.5440).

Por se tratar de um estudo retrospectivo, baseado em revisdo de dados de
prontuarios fisicos e eletronicos, sem contato direto com o paciente ou intencdo de
intervengdo na conduta médica do mesmo, foi solicitada dispensa da necessidade de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), sendo aprovada pelo comité de
ética em pesquisa.

Por sua natureza, este estudo ndo envolveu custos significativos e ndo recebeu

financiamento.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo geral dos testes de estimulo realizados entre 2001-

2016: faixa etaria e estimulo realizado

Apdés um primeiro levantamento, demonstrado na figura 1 e feito
exclusivamente a partir dos registros fisicos armazenados no laboratorio de
endocrinologia do HC FMRP USP, foi constatado que 1112 testes de estimulo foram
realizados no periodo referido. Observamos que a maioria dos testes foram realizados
na faixa etéria pediatrica (927 ou 83,4% dos testes).

Quanto ao tipo de teste de estimulo de cortisol realizado, observou-se que, em

nameros absolutos, o ITT foi o mais frequente (67,0% dos testes).

1551 testes de
estimulo de GH ¢
cortisol

Excluidos 3 testes Excluidos 39 testes

sem prontudrio
especificado

Excluidos 4 testes de
estimulo realizados
em familiares de
pacientes

sem estimulo
especificado

1108 testes de
estimulo de GH ¢
cortisol - ITT e
Glucagon

Excluidos 397 testes
realizados com

estimulo de TRH, L-

Dopa ¢ Clonidina

Excluidos 185 testes
realizados em
adultos

924 testes realizados
em criancas ¢
adolescentes (83.4%)

20 pacientes
excluidos por

envolverem nomes

duplicados ou sem
dados suficientes em
] prontuario

[ N final: 904

Figura 1 - Amostra referente aos testes de estimulo de cortisol de 2001 a 2016.

35



4.2. Caracterizacio da populacio pediatrica submetida a teste de estimulo
entre 2001-2016

No total, foram analisados 904 pacientes apds exclusdo de pacientes
duplicados ou com dados insuficientes em prontudrio fisico e eletronico.

Quanto as caracteristicas dos individuos submetidos aos testes de estimulo de
cortisol, observamos a propor¢do de 39,9% de individuos do sexo feminino e 60,1%
do sexo masculino. A maioria desses pacientes era impubere a admissdo (70,4%),
com mediana de idade de 10,1 anos (minima de 0,1 ¢ maxima de 17,7 anos). A média
de IMC (kg/m”) dos pacientes foi de 17,1, com mediana de 16,2. O IMC minimo foi
10,3 e o maximo foi 48,3. A média do escore Z do desvio padrdo da estatura foi de
-2,5 ¢ a mediana de -2,6, com minimo de -10,0 ¢ maximo de 3,8. A média de
velocidade de crescimento foi de 5,5 cm/ano com mediana de 4,6 cm/ano.

Ao avaliarmos os antecedentes pessoais dos pacientes do estudo, a maioria
nasceu com peso adequado para idade gestacional (76,2%), enquanto que 22,7%
tinham antecedentes de terem nascido pequenos para idade gestacional e apenas 8%
grandes para idade gestacional. A média de idade gestacional (semanas) dos
individuos avaliados foi de 37,5, sendo a mediana de 38, a idade gestacional minima
de 24 e a maxima de 42. Antecedente pessoal de atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor ou dificuldades de aprendizado foram observados em 17,5% e
24,2%, respectivamente.

A grande maioria (708 ou 82,8%) ndo apresentava antecedentes conhecidos
sugestivos de hipopituitarismo no periodo neonatal. Dentre aqueles com historia
prévia positiva para hipopituitarismo (147 pacientes ou 17,2%), observamos que 27
pacientes apresentaram crise convulsiva, 47 pacientes apresentaram hipoglicemia, 47
pacientes apresentaram criptorquidia, 28 pacientes apresentaram micropénis, 67
pacientes apresentaram ictericia neonatal tardia, apenas 1 paciente apresentou atraso
da queda do coto umbilical e 3 pacientes apresentaram politiria. A propor¢dao dos

sinais sugestivos de hipopituitarismo na populagdo avaliada ¢ descrita na Tabela 1.
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Tabela 1 — Propor¢ao de sinais neonatais sugestivos de hipopituitarismo (n = 904).

Sinais sugestivos de hipopituitarismo no periodo Numero de pacientes (%)
neonatal

Crise convulsiva 27 (3%)

Hipoglicemia 47 (5,2%)
Criptorquidia 47 (5,2%)
Micropénis 28 (3,1%)
Ictericia neonatal tardia 67 (7,4%)

Quanto ao uso de medicacdes, uma propor¢do consideravel fazia uso de
medicagdes (21,6%), correspondendo a 195 pacientes na amostra observada. Dentre
as medicagdes utilizadas, observamos que 50 destes pacientes fizeram uso de algum
tipo de corticoide oral previamente a realizagdo do teste, 26 pacientes faziam uso de
corticoide inalatério, 16 pacientes faziam uso de corticoide tdpico, 76 pacientes
faziam uso de anticonvulsivantes, 21 pacientes fizeram uso de algum tipo de
quimioterdpico e 32 pacientes fizeram uso de outras medicacdes sem possiveis
implicagdes com as condigdes clinicas avaliadas. Apenas 26 pacientes (2,9%)
avaliados foram previamente expostos a radiacdo. A frequéncia de uso de medicagdes

e exposicao a radiacdo ¢ demonstrada na Tabela 2.

Tabela 2 — Propor¢ao das medicagdes de uso prévio/cronico mais encontradas e da

exposi¢do prévia a radioterapia (n = 904)

Medicacgoes de uso cronico/uso prévio Numero de pacientes (%)
Corticoide oral 50 (5,5%)
Corticoide inalatorio 26 (2,9%)
Corticoide topico 16 (1,8%)
Anticonvulsivantes 76 (8,4%)
Quimioterapia 21 (2,3%)
Radioterapia 26 (2,9%)
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Apb6s o exame fisico da admissdo, 282 pacientes (31,4%) tinham algum

apresentavam tragos de doencas sindromicas (n = 904)

achado dismorfico e a frequéncia de cada um dos achados mais comuns est4 descrita

na Tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncia de achados sindromicos encontrados nos pacientes que

Dismorfias observadas

Numero de pacientes (%)

Microcefalia
Macrocefalia

Face triangular
Micrognatia
Hipertelorismo ocular
Ptose palpebral
Implantacdo auricular baixa
Pescoco curto e alado
Braquidactilia
Clinodactilia

4° metacarpo curto
Valgismo cubital
Frouxidao ligamentar
Pectus escavatum
Pectus carinatum

Outros

19 (2,1%)
15 (1,7%)
58 (6,4%)
16 (1,8%)
16 (1,8%)

4 (0,4%)

36 (4%)

38 (4,2%)
14 (1,5%)
60 (6,6%)
48 (5,3%)
97 (10,7%)
19 (2,1%)
28 (3,1%)

7 (0,8%)
223 (24,7%)

Dentre as outras alteragdes menos frequentes, foram observadas: fronte ampla,

braquicefalia, dolicocefalia, sinofre e incisivo central Unico.

implantacdo dos cabelos em tridente, retrognatia, telecanto, l&bios finos, sulco

nasolabial curto e apagado, base nasal alargada, raiz nasal baixa, palato em ogiva,

Proporcionalmente, 293 pacientes (32,4%) dos pacientes colheram amostra

para realizagdo de caridtipo. Quanto aos resultados, 200 pacientes (68,3%) destes

tinham um caridtipo normal (sendo 129 pacientes 46,XX e 71 pacientes 46,XY). 14%

38



dos pacientes (41 pacientes) tinham caridtipo compativel com sindrome de Turner e
6,8% dos pacientes (20 pacientes) tinham cariotipo de Turner mosaico. O restante dos
pacientes apresentaram outras alteragdes em caridtipo que consistiram de
polimorfismos associados com infertilidade ou sem significado clinico para o
paciente. Nao foram observadas alteragcdes cromossOmicas associadas com outras
sindromes conhecidas.

Apenas 6,4% dos pacientes realizaram andlise molecular. Dentre as analises
realizadas, 14 pacientes foram submetidos a realizacdo de MLPA, 6 foram submetidos
a CGH array, 22 pacientes foram submetidos a sequenciamento de genes especificos
de acordo com a suspeita clinica, 2 foram submetidos a painéis genéticos e 2
colheram exoma. Os 12 pacientes restantes ndo tiveram especificacdo de exame
colhido na descri¢ao do prontuério fisico. Observamos que em apenas 1 paciente foi
feita andlise molecular do gene PIT1, com mutacdo presente, e 1 paciente com
mutagdo em gene SHH, ambos associados com hipopituitarismo. Em trés pacientes o
gene do GH foi sequenciado, sendo evidenciado microdelecdes em dois desses
pacientes e 1 deles com exame normal. Em 1 paciente foi evidenciada alteragdo
genética no receptor de GH. Em 1 paciente foi realizada andlise molecular do
cromossomo 15, sendo evidenciado heranca biparental para polimorfismos e
metilagdes na regido 15ql11-13, mas Sindrome de Angelman foi descartada
clinicamente. Em 7 pacientes foi realizada andlise molecular para diagnéstico de
sindrome de Silver-Russel, sendo um resultado negativo e os outros nao relatados no
sistema de prontudrio eletronico pela equipe da genética. Em 2 pacientes com
sindrome de Turner, foi realizada pesquisa de sequéncias do cromossomo Y (TSPY /
DAZ / SRY), sendo negativas. Um paciente apresentava mutacdo em heterozigose
para raquitismo hipofosfatémico. Dois pacientes realizaram analise de microdelegdes
para diagnostico de Prader Willi, sendo um teste positivo e outro paciente com
resultado normal. Dois pacientes tinham alteragdo molecular para hiperplasia adrenal
congénita. Dois pacientes tinham alteragdo genética compativel com a sindrome de
Cat eye. Um paciente apresentou alteracdo genética compativel com Sindrome de
Allan Herdon Dudley. Observamos também um paciente com doenca de Gaucher e
outro com Niemann Pick diagnosticados por analise genética. Além destes, os outros
exames alterados foram caracterizados por dele¢des em cromossomo 11, 3,8 e 22, e 1

ganho cromossdmico na regido 18p11.32.

39



Quanto aos dados laboratoriais, observa-se que o IGF-1, a fun¢ao tireoidiana,
o cortisol basal e a glicemia de jejum foram os exames mais frequentemente pedidos
na avaliagdo laboratorial inicial. Dentre os pacientes avaliados, apenas 3% tinham
suspeita de diabete insipido e realizaram teste de jejum hidrico, mas nenhum destes
pacientes teve este diagnostico confirmado pelo exame. A descricdo das varidveis
laboratoriais: média, desvio-padrdo, mediana, valor maximo e minimo referentes aos

exames estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Dados bioquimicos dos pacientes submetidos a testes de estimulo para

cortisol

Variavel Média DP Mediana (intervalo)
IGF1 ( ng/ml) 176,2 161,2  132,0(indetectavel a 1055,0)
Glicemia de jejum (mg/dl) 84,7 25,0 83,0 (22,0 a2 409,0)

TSH (nIU/ml) 3,7 21,9 2,0 (0,01 a 533,0)

T4 livre (ng/dl) 1,2 0,4 1,2 (indetectavel a 7,5)
LH (uIU/ml) 2,8 6,5 1,0 (indetectavel a 60,8)
FSH (pIU/ml) 11,2 35,7 2,3 (indetectavel a 452,2)
Testosterona total (ng/dl) 120,6 141,1 56,0 (indetectavel a 814,0)
Estradiol (pg/ml) 433 543 34,5 (indetectavel a 422,0)
Prolactina (ng/ml) 22,8 126,7 9,0 (indetectavel a 2024,0)
Sodio (mmol/1) 139,6 4,5 139,0 (129,5 a 174,0)
Potassio (mmol/l) 4,3 0,5 44(3,0a7,1)

Osm plasmatica (mOsm/kg) 289.6 21,1 289,0 (163,02 391,0)
Osm urinaria (mOsm/kg) 506,5 329,8 526,5(214,0 a 1261,0)

Dos 904 pacientes avaliados, 92% foram submetidos a realizagdo de
radiografia simples de idade dssea, sendo a maioria deles (56,7%) com a idade dssea
atrasada com relacdo a idade cronoldgica. Foi realizada previsao de estatura final pelo
calculo de Bayley-Pinneau, sendo a média e mediana de desvio padrdo de estatura
final de -1,7 DP.

Ao avaliar a realizacdo de ressonancia nuclear magnética, 55% dos pacientes

avaliados realizaram o exame de imagem (total de 497 pacientes dentre os avaliados).
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A maioria destes, 56,7% (282 pacientes) apresentava alteracdes. As alteragdes mais
comuns estdo descritas na Tabela 5. Observamos que a maioria também apresentou
alteracdes na RNM, sendo que os achados -classicamente associados com
hipopituitarismo foram os mais frequentemente encontrados (neurohipodfise ectopica,

hipoplasia ou auséncia de haste hipofisaria, hipoplasia de hipofise anterior).

Tabela 5 — Achados radioldgicos na RNM de encéfalo ou sela turcica (n = 497)

Achados na RNM de encéfalo ou sela

Normal 215 (43,3%)
Neurohipodfise ectopica 67 (13,5%)
Hipoplasia ou auséncia de haste hipofisaria 33 (6,6%)
Hipoplasia de hipofise anterior 71 (14,3%)
Agenesia de septo pelucido 14 (2,8%)
Agenesia ou hipoplasia do corpo caloso 24 (4,8%)
Alteragao de nervo optico 18 (3,6%)
Holoprosencefalia ou holoprosencefalia /ike 2 (0,4%)
Outros 186 (37,4%)

Outras alteracdes foram identificadas na RNM que ndo s3o classicamente
associadas com hipopituitarismo, como as descritas individualmente na Tabela 5.
Estas incluiram tumores malignos e benignos (meduloblastoma, craniofaringeoma,
pineoblastoma, ependimoma, lipoma, astrocitoma, adenomas hipofisarios,
hamartomas), histiocitose, cisto da bolsa de Rathke, cisto de aracnoide, sequelas de
infeccdo congénita, lesdes poOs traumatismo cranio encefdlico, leucomalacia e
hidrocefalia.

Por fim, em relagdo a indicagdo que motivou a solicitacdo do teste de
estimulo, observou-se que dentre as 904 criangas avaliadas, 694 (76,8 %) dos
pacientes teve o teste de estimulo indicado por baixa estatura, enquanto que 294
(32,5%) com indicagdo de realizacdo de teste de estimulo por deficiéncia de
crescimento e 198 pacientes (21,9%) com suspeita de hipopituitarismo com

acometimento do eixo HHA. Entre as outras indicagdes que motivaram solicitagdo de
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testes de estimulo para 29 pacientes (3,2%), incluiram estatura abaixo do canal

familiar, estatura final prevista abaixo do percentil 3 ou abaixo do canal familiar.

4.3. Caracterizacio dos testes de estimulo realizados em criancas e

adolescentes entre 2001-2016

Observou-se que 965 testes de estimulo foram realizados em 904 pacientes, o
que resulta em uma média de 1,07 testes por paciente. O mais frequentemente
realizado foi o ITT, que corresponde a um total de 621 testes (64,4%), enquanto que o
teste de estimulo com glucagon foi realizado 344 vezes (35,6%).

A dose de insulina mais utilizada foi de 0,1 UI/Kg, sendo realizada em 80,8%
dos ITT e a dose de 0,15 UI/Kg foi utilizada em 8,1%. Em 10,5% dos testes de ITT a
dose de insulina ndo foi especificada em prontudrio. Em apenas 3 testes ndo foi
administrada insulina, pois os pacientes apresentaram hipoglicemia espontanea no
tempo -15 min do teste.

Na Tabela 6 encontram-se os dados relativamente a frequéncia de
hipoglicemia e de complica¢des durante a realizacdo destes testes, e na Tabela 7
encontram-se informagdes relativas ao tempo necessario para recuperagdo da
hipoglicemia. Por fim, na Tabela 8 apresentam-se valores de média, mediana, minima

e maximo de glicemia basal e nadir destes testes de estimulo.
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Tabela 6 — Frequéncia de hipoglicemia efetiva, efeitos colaterais observados e

manejo clinico dos pacientes submetidos ao ITT (n = 621)

N° de testes (%)

Nadir de hipoglicemia foi < 45 mg/dl

Nadir de hipoglicemia foi < 50% da glicemia basal
Ocorreram sintomas de hipoglicemia leves
Ocorreram sintomas de hipoglicemia graves
Corrigiu hipoglicemia por via oral

Corrigiu hipoglicemia por via endovenosa
Precisou ficar em observaciao clinica

Precisou de internac¢io hospitalar

367 (59,1%)
313 (50,4%)
251 (40,5%)
3 (0,6%)

43 (8,5%)
53 (10,1%)
8 (1,4%)

1(0,2%)

Total de ITT

621 (100%)

Tabela 7 — Tempo para recuperagdo da hipoglicemia nos ITT (n = 621)

Tempo para recuperacio da hipoglicemia (minutos
a partir da deteccio do evento)

N° de testes (%)

30 300 (48,3%)
60 116 (18,7%)
90 55 (8,9%)
120 53 (8,5%)
150 1 (0,01%)
180 2 (0,03%)
Total 621 (100%)
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Tabela 8 — Concentracdo de glicemia basal e nadir dos ITT, com tempo de

recuperagdo da glicemia (n = 621)

Média DP  Mediana (intervalo)

Glicemia basal (mg/dl) 83,8 13,4 84,0 (38,0 -270,0)
Glicemia nadir (mg/dl) 435 15,6 41,0 (10,0 —-102,0)
Tempo de recuperacio da glicemia (min) 45,7 33,1 30,0 (0,0 —180,0)

Por outro lado, em relacdo ao teste de estimulo com glucagon, concluiu-se que
a dose mais frequentemente administrada foi de 1 mg de glucagon por via
intramuscular (14,1% dos testes). Em 13,4% dos testes foi administrado metade da
dose anterior, de 0,5 mg também por via intramuscular e em 14,8% dos testes foi
utilizada uma dose ajustada para o peso do paciente, de 30 mcg/kg. No restante dos
testes este dado ndo foi relatado em prontudrio médico, o que corresponde a 57,7%
dos testes de glucagon realizados. Foram relatadas intercorréncias em 47 testes de
glucagon (13,1%), as quais estdo descritas na Tabela 9. Quatro pacientes
necessitaram de observacdo clinica. Em 7 testes de estimulo com glucagon foi
necessaria interna¢do hospitalar em enfermaria para realizacdo do teste por
comorbidades do paciente ou dificuldade de acesso venoso. Nenhum paciente
apresentou intercorréncias graves ou necessitou de internacdo em Unidade de Terapia

Intensiva.
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Tabela 9 — Frequéncia de complicagdes durante a realizacdo dos testes de estimulo

com glucagon (n = 344)

N° de testes (%)

Nauseas 14 (4,2%)
Vomitos 14 (4,2%)
Tontura 2 (0,7%)
Sonoléncia 5 (1,4%)
Sudorese 1(0,3%)
Epigastralgia 1 (0,3%)
Irritabilidade 1(0,3%)
Precisou ficar em observaciao clinica 4 (1,6%)
Precisou de internacao hospitalar 7 (2%)
Total de testes de glucagon 344 (100%)

4.4. Levantamento dos resultados dos testes de estimulo e diagndsticos
finais obtidos

Para esta andlise, foram excluidos os pacientes que ndo apresentaram
hipoglicemia significativa durante o ITT (nadir de glicemia maior que 45 mg/dl ou
maior que 50% da glicemia basal), j& que isso invalida o resultado do exame. Foram
também excluidos pacientes com menos de 6 meses, os pacientes que faziam uso de
qualquer tipo de glicocorticoide, pacientes com doenga cronica e pacientes com
sindrome de Turner.

A propor¢ao dos diagnosticos finais estabelecidos apods a realizacdo do(s)

teste(s) de estimulo encontra-se detalhada na Tabela 10.
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Tabela 10 — Proporc¢ao de diagnodsticos finais estabelecidos apds realizagdo dos testes

de estimulo (n = 904)

Diagnostico final N° de pacientes (%)
BE Familiar 39 (4,3%)
BE Constitucional 72 (8,0%)
BE Constitucional com componente familiar 62 (6,9%)
BE Idiopatica 234 (25,9%)
DGH isolado 122 (13,5%)
Insuficiéncia adrenal isolada 11 (1,2%)
Hipopituitarismo anterior parcial 103 (11,4%)
Hipopituitarismo anterior completo 24 (2,7%)
Pan-hipopituitarismo 17 (1,9%)
PIG sem catch up 33 (3,7%)
Hipotireoidismo primario 10 (2,9%)
BE secundaria a doenga cronica 96 (10,6%)
Desnutrigao 1(0,1%)
Displasia esquelética 3 (1,3%)
Sindrome de Turner 69 (7,6%)

Outras sindromes genéticas

Outros diagndsticos

107 (11,8%)
259 (28,7%)

Total de pacientes da amostra 904 (100%)

Dentre os outros diagndsticos ndo especificados na Tabela 10, observamos
que alguns pacientes que foram investigados acabaram com diagnostico de eutrofia.
Foi evidenciado também pacientes com doencgas cronicas: hemocromatose (talassemia
e e anemia falciforme), broncodisplasia, bronquiolite obliterante, doenga renal
cronica fibrose cistica, sindromes epilépticas, doenga celiaca, hepatite autoimune,
proteinuria nefrética sindromica; observamos pacientes com doengas endocrinas:
puberdade precoce central, hiperplasia adrenal congénita, diabete insipido isolado,
Diabete Melito tipo 1, diabete melito tipo MODY, hiperinsulinismo congénito,

raquitismo  hipofosfatémico, hipertireotrofinemia, hipotireoidismo subclinico,
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hipoglicemia cetotica da infancia e hipogonadismo (hipergonadotréfico pos
quimioterapia e hipogonadotroéfico).

Dentre as sindromes genéticas, além da sindrome de Turner descrita acima,
houve pacientes com suspeita de sindrome de Silver Russel, 1 paciente confirmado
para sindrome de Prader Willi, 2 com sindrome de Cat eye, diagnostico de
cromossomopatia complexa (1 paciente), pacientes com sindromes envolvendo
delecdes/microdelecdes, 1 paciente com sindrome de Alport e 1 paciente com
sindrome unha-patela.

Analisando especificamente a parcela de pacientes com hipopituitarismo
anterior parcial, podemos evidenciar as seguintes propor¢des de acometimento de

eixos hormonais de acordo com a Figura 2.

100%
90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% ——
GH PRL

ACTH TSH LH/FSH

Figura 2 — Proporcao dos eixos hipofisarios mais acometidos nos pacientes com

hipopituitarismo anterior parcial (n = 103).

Em funcdo do resultado (F; mcg/dL) do teste de cortisol basal (Fpasar) € do pico
de Cortisol (Fpico) nos testes de estimulo, os pacientes foram incluidos em uma das
seguintes categorias: IAC (Fpasat < 5 ou Fpico < 15), Indeterminado (Fpasa= 5 a 13
mcg/dL ou Fpico= 15-18) e Normal (Fpaal > 13 mcg/dL ou Fpic, > 18). Para isso,
naqueles pacientes que foram submetidos a mais de um teste de estimulo, foi
escolhido o maior pico para classificagdo em uma das trés categorias.

A propor¢do de pacientes em cada uma das categorias para cada teste
realizado ¢ descrita na Figura 3. As medidas relativas a média, DP, mediana, valor
maximo e minimo dos picos de cortisol para cada teste, em cada grupo de diagnostico

final, encontram-se descritas na Tabela 11.
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Figura 3 — Propor¢do de pacientes em cada categoria (IAC, normal ou

indeterminado) de acordo com os resultados em cada um dos trés testes de cortisol

avaliados: cortisol basal, ITT e teste de estimulo com glucagon.

48



Tabela 11 — Concentragcdo de cortisol (mcg/dL) basal (Fbasal) e pico (Fpico) nos

diferentes testes em cada grupo de pacientes

N Média DP Mediana (intervalo)

IAC (Fbasa] < 5 ou Fpico < 15)

Cortisol basal 96 3,0 1,6 3,6 (indetectavel — 4,9)
ITT 108 10,9 2,7 11,4 (3,0-14,9)
Glucagon 85 10,0 2,7 11,0 (indetectavel - 14,8)

Indeterminado (Fpasa= S a 13 meg/dL ou Fpico= 15 -18)

Cortisol basal 437 9,2 2,3 9,3 (5,00-12,9)
ITT 87 16,2 0,9 16,1 (15,0-17,9)
Glucagon 30 16,2 0,8 16,0 (15-17,6)

Normal (Fpasa > 13 meg/dL e Fpic, > 18)

Cortisol basal 272 18,4 6,4 16,8 (13,0 - 82,7)
ITT 294 24,6 5,4 23,6 (18,0 — 44,0)
Glucagon 168 27,2 9,1 24,80 (18,0 — 80,0)
ITT (n=621) Glucagon (n = 344)
100
80— -
)
5 60 T
2
2
£ 40-
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Figura 4 — Concentragdes de cortisol (mcg/dl) obtidos no ITT e teste de estimulo de

glucagon nos diferentes pontos dos testes.
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Para avaliar a correlagdo entre a concentragdo de cortisol no basal e no pico
obtido nos testes de estimulo de cortisol, baseando-se na classifica¢do dos pacientes
em cada uma das categorias analisadas, utilizamos a andlise do coeficiente de Kappa e
os resultados demonstram um coeficiente de Kappa ponderado: 0,25 (CI 95%: 0,2 -
0,3).

Para avaliar tempo de obtencdo de Fpico no teste, construimos a Figura 4, que
demonstra Fpico préximo de 30 a 60 minutos no ITT e mais tardio no teste de
estimulo com Glucagon.

Utilizamos ITT como padrao-ouro com ponto de corte de 18 mcg/dL no teste
para definir sensibilidade e especificidade dos testes de cortisol basal e teste de

estimulo de glucagon. Estas informagdes estdo demonstradas nas Figuras 5 e 6,

respectivamente.
100 -

80 Fbasal <3,5 Fbasal <5 Fbasal <13
Q mcg/dL mcg/dL.  mcg/dL
<
S 60~ s 5,3% 9.2% 82%
=
i)
Z 40 - E 99% 96% 45%
]
wn

. 0,001
20 i LR+ 7,6 2,2 1,5
AUC (IC95%) = 0,67 (0,7;0,73)
0 T T T |

T
0 20 40 60 80 100
100-especificidade (%)

Figura 5 — Sensibilidade e especificidade da dosagem de cortisol basal no diagnostico

de insuficiéncia adrenal central (n=365).

Para o diagnostico de IAC utilizando a dosagem de cortisol basal pela manha,
podemos observar que o ponto de corte de 3,5 mcg/dL teve maior acuracia
diagnéstica (razdo de verossimilhanga de 7,6), apresentando especificidade de 99%,
as custas de baixa sensibilidade (5,3%). Ja o ponto de corte de 5 mcg/dL, previamente
utilizado no nosso servigo, ainda demonstra alta especificidade (96%), com pequeno

aumento de sensibilidade, que se manteve muito baixa (9,2%), e reducdo importante
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da acuracia diagndstica, com queda da razao de verossimilhanga para 2,2. J4 no ponto

de corte de 13 mcg/dL, ha um aumento consideravel da sensibilidade (82%).

100
Fpico <11 Fpico Fpico
e 80 - meg/dL <15 <18
S meg/dl.  meg/dL
E
S 60 S 17% 33% 42%
2
@ —
5 40 E 94% 76% 65%
N
20 - — p=0,288
AUC (IC95%) = 0,62 (0,41,0.83) LR+ 2,8 1,4 1,2
0 1 1 1 1

T
0 20 40 60 80 100

100-especificidade (%)
Figura 6 — Sensibilidade e especificidade do teste de glucagon no diagndstico de

insuficiéncia adrenal central (n=29).

Para o diagnodstico de IAC utilizando o teste de estimulo com glucagon,
podemos observar que o ponto de corte de 11 mcg/dL teve maior acurécia diagndstica
(razdo de verossimilhanca de 2,8), apresentando especificidade de 94%, as custas de
baixa sensibilidade (17%). Ja o ponto de corte de 18 mcg/dL, previamente utilizado
no nosso servico, demonstrou baixa sensibilidade (42%) e baixa especificidade

(65%).

4.5. Avaliacao da concordancia dos testes de estimulo

Para a andlise deste objetivo, os pacientes excluidos no topico anterior
(pacientes com ITT sem hipoglicemia significativa ou com uso de corticoides)
continuaram fora desta andlise. Foram incluidos apenas aqueles pacientes que haviam
realizado, no total, os dois testes de estimulo para evitar viés de selecdo (total de 29
pacientes ap0Os excluir os pacientes que ndo apresentaram hipoglicemia no ITT). Os
pacientes que realizaram 3 testes de estimulo foram excluidos por representarem uma
amostra pequena e, além disso, por apresentarem uma grande variabilidade de

cenarios (realizacdo de 3 testes de estimulos diferentes, 3 testes de estimulos iguais ou
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2 testes de estimulos iguais + 1 de estimulo diferente), ndo sendo possivel obter um »
significativo para cada analise necessaria.

Para avaliar a concordancia entre os picos obtidos nos testes de glucagon em
comparagdo com o ITT utilizamos a andlise de Bland-Altman, demonstrada na
Figura 7. A figura consiste de um gréfico de dispersdo para a diferenga entre os picos
de ITT e do teste de estimulo com glucagon para aqueles 29 pacientes que realizaram
ambos os testes. A linha do meio representa a média da diferenca, o qual se encontra
préximo de zero, portanto demonstrando uma boa concordancia entre as variaveis. As
linhas pontilhadas nas extremidades consistem dos limites superior e inferior de
concordancia e elas delimitam 95% de concordancia entre os testes. Como estdo
distantes do zero, com varios pontos de observacdo também distantes do zero,
indicam que ha uma dispers@o consideravel dos pontos observados. Apenas um ponto
(outlier) ficou fora do limite de 95% de concordancia entre os testes. A grande
dispersdo entre os pontos observados pode se dar pelo nimero pequeno de pacientes

incluidos na amostra.
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Figura 7 - Concordancia entre os testes ITT e Glucagon avaliada pelo método de

Bland-Altman (n=29 pacientes).

4.6. Comparacio entre cortisol basal anterior a realizacio do teste de

estimulo e a medida de cortisol no basal do teste de estimulo

Os pacientes do estudo foram submetidos tanto a dosagem de cortisol basal
prévia a realizagdo do teste, quanto a medida de cortisol no momento da realiza¢do do
estimulo. Para este objetivo, utilizamos a correlacdo de Spearman. A partir dai foi
calculado o coeficiente de Spearman, que descreve a relagdo entre as variaveis acima.

Observamos um coeficiente de correlagdo de 0,74 entre cortisol basal pré ITT
e cortisol basal realizado durante ITT (Figura 8A). Ja na andlise de correlacdo entre

cortisol basal pré teste e cortisol basal realizado durante tempo 0 min do teste de

53



estimulo de glucagon, observamos um coeficiente de 0,58 (Figura 8B). Ambos

considerados com correlagdo moderada (p-valor <0,01).
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4.7. Comparacio entre Fbasal e Fpico em diferentes grupos de pacientes.

Para este objetivo, comparamos os valores de Fbasal e Fpico no ITT e no teste
de estimulo de glucagon em pacientes que apresentavam, neurohipofise ectopica
(Tabela 18), sindrome da haste interrompida (Tabela 19) e DGH (Tabela 20) com
aqueles que ndo apresentavam tais diagndsticos. Comparamos Fbasal e Fpico de
pacientes com 6 meses a 2 anos com pacientes com idade acima de 2 anos.
Comparamos Fbasal e Fpico de pacientes que fizeram uso de medicagdes e/ou foram
expostos a radiacdo com aqueles sem exposi¢do. Por fim, comparamos Fbasal e Fpico

de pacientes com antecedentes neonatais de hipopituitarismo.

4.7.1 Comparacido de Fbasal e Fpico de pacientes com neurohipofise

ectopica e pacientes sem o diagnostico.

Para comparacdo de Fbasal e Fpico, utilizamos o teste t de Student e o teste de
Wilcoxon. Observamos que pacientes com neurohipéfise ectdpica apresentam cortisol
basal significativamente mais baixo do que aqueles que ndo apresentam, como
demonstrado na Figura 9 e na Tabela 12. Dentre os pacientes que foram submetidos
ao teste de glucagon, os pacientes com neurohipofise ectopica apresentaram Fpico
menor do que os pacientes sem este diagnostico pelo teste t de Student, como
demonstrado na Tabela 12. Quando avaliados pelo teste ndo paramétrico de
Wilcoxon, os pacientes com neurohipdfise ectdpica demonstraram menor pico de
cortisol no teste de estimulo do que os pacientes sem esta alteracdo, como

demonstrado na Figura 10.
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Tabela 12 — Comparacdo de Fbasal e Fpico de pacientes com ou sem

neurohipéfise ectdpica pelo teste t de Student.

Fbasal Fpico Fpico
(mcg/dL) ITT Glucagon
(mcg/dL) (mcg/dL)
Neurohipéfise ectopica (n=66) 9,2 21,08 16,1
Auséncia de neurohipdéfise ectopica 11,8 21,02 21,5
(n=746)
Diferenc¢a entre médias 2,6 -0,06 5,4
1C95% (0,9; 4,2) (-2,4;2,3) (21,5;16,1)
p-valor <0,01 0,95 <0,01
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Figura 9 — Comparacdo de Fbasal de pacientes com ou sem neurohipdfise
ectopica pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. *p<0,01 neurohipdfise ectopica vs

normal.
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Figura 10 — Comparacdo de Fpico entre pacientes com ou sem neurohipofise
ectopica pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. *p<0,01 neurohipodfise ectopica vs

normal.

4.7.2 Comparaciao de Fbasal e Fpico de pacientes com sindrome da haste

interrompida e pacientes sem o diagnostico.

Para comparacdo entre as medianas, utilizamos o teste t de Student e o teste
ndo paramétrico de Wilcoxon. Observamos que pacientes com sindrome da haste
interrompida (presenca de dois ou trés das seguintes alteragdes: neurohipofise
ectopica, auséncia de haste hipofisaria e adenohipofise hipoplasica) apresentam
cortisol basal significativamente mais baixo do que aqueles que ndo a apresentam,
como demonstrado na Tabela 13 e na Figura 11. Nao foi observada diferenga
estatistica entre Fpico de pacientes com ou sem sindrome da haste interrompida pelo
teste t de Student ou pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon, como demonstrado na

Tabela 13 e na Figura 12.
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Tabela 13 — Comparacdo de Fbasal e Fpico de pacientes com ou sem

sindrome da haste interrompida pelo teste t de Student.

Fbasal Fpico Fpico
(mcg/dL) ITT Glucagon
(mcg/dL) (mcg/dL)

Sindrome da haste interrompida (n=50) 8.9 21,0 17,5
Auséncia de sindrome da haste 11,7 20,4 21,2
interrompida (n=762)
Diferenc¢a entre médias 2,8 0,6 3,6
1C95% (0,9; 4,9) (-2,1;3,4) (-0,7;8)
p-valor <0,01 0,63 0,10
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Figura 11 — Comparac¢do entre medianas de Fbasal em pacientes com ou sem
sindrome da haste interrompida pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. *p<0,01

sindrome da haste hipofisaria interrompida vs normal.
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Figura 12 — Comparagdo entre medianas de Fpico em pacientes com ou sem

sindrome da haste interrompida pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.

4.7.3 Comparaciao de Fbasal e Fpico de pacientes com deficit de GH

isolado e pacientes sem DGH isolado.

Observamos que pacientes que foram submetidos a teste de estimulo de
cortisol com glucagon e apresentavam DGH isolado, tinham Fpico menor do que
aqueles sem o diagnéstico de DGH isolado, como demonstrado na Tabela 14, mas
com ambas as médias acima do valor de 20 mcg/dl, a partir do qual descarta-se IAC.

Nao foram observadas diferencas entre Fbasal e Fpico no ITT entre os grupos.

59



Tabela 14 — Comparacdo entre médias de Fbasal e de Fpico em pacientes com

ou sem DGH isolado pelo teste t de Student.

Fbasal (mcg/dL) Fpico ITT Fpico Glucagon

(mcg/dL) (mcg/dL)
DGH (n=41) 11,62 18,9 20,5
Sem DGH (n=771) 11,66 21,1 26,2
Diferenc¢a entre médias -0,05 2,2 -5,7
1C95% (-2,1; 2,0) (-0,2; 4,8) (-10,8; -0,6)
p-valor 0,96 0,08 0,03

4.7.4 Comparacio entre Fbasal e Fpico de pacientes lactentes (entre 6

meses e 2 anos de idade) e pacientes acima de 2 anos de idade.

Observamos que pacientes com idade entre 6 meses a 2 anos de idade tinham
Fbasal significativamente menor do que aqueles acima de 2 anos de idade, como
demonstrado na Figura 13. Nao foram observadas diferencas de Fpico entre os

grupos.
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Figura 13 — Comparacao entre Fbasal em pacientes lactentes e maiores de 2
anos de idade pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. *p<0,01 6 meses a 2 anos vs

>2 anos.
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Figura 14 — Compara¢do entre medianas de Fpico em pacientes lactentes e

maiores de 2 anos de idade pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.
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4.7.5 Comparaciao de Fbasal e Fpico de pacientes que fizeram uso de
medicacoes e/ou foram expostos a radiacdo com pacientes que nio fizeram uso

de medicacoes ou foram submetidos a radioterapia.

Observamos que pacientes que fizeram uso de corticoides orais,
anticonvulsivantes e aqueles expostos previamente a radioterapia apresentaram
cortisol basal significativamente menor, como demonstrado na Figura 15. Nao foram

observadas diferengas de Fpico entre os grupos, como demonstrado na Figura 16.
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Figura 15 — Comparacdo entre Fbasal de pacientes que fizeram uso de
medicagdes e/ou foram expostos a radiacdo com pacientes que ndo fizeram uso de
medicagdes ou foram submetidos a radioterapia. *p<0,01 corticoide oral vs sem uso
de medicagdes. **p<0,01 anticonvulsivantes vs sem uso de medicagdes. ***p<0,01

RTX vs sem uso de medicagdes.
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Figura 16 — Comparacdo entre Fpico de pacientes que fizeram uso de
medicagdes e/ou foram expostos a radiacdo com pacientes que ndo fizeram uso de

medicagdes ou foram submetidos a radioterapia.

4.7.6 Comparaciao de Fbasal e Fpico de pacientes que apresentaram
antecedentes neonatais de hipopituitarismo com pacientes que nio apresentavam

antecedentes pessoais de sintomas sugestivos de hipopituitarismo.

Nao foram observadas diferengas de Fbasal e Fpico entre os grupos, como

demonstrado nas Figuras 17 e 18.
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Figura 17 — Comparacdo entre Fbasal de pacientes que apresentaram

antecedentes neonatais de hipopituitarismo.
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Figura 18 — Comparagdo entre Fpico de pacientes que apresentaram

antecedentes neonatais de hipopituitarismo.
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4.8. Avaliacido de possiveis preditores de resultado no teste de estimulo
baseado em regressiao multipla com analise de diversas varidveis por meio de

Conditional Inference Tree

A partir do banco de dados obtido na avaliagdo dos 904 pacientes do estudo,
optamos por avaliar as varidveis numéricas e categéricas mais importantes para
predicdo de resultado no teste de estimulo de um paciente com suspeita de
hipopituitarismo. Para garantir este objetivo, avaliamos esses dados por regressao
multipla por meio da Conditional Inference Tree.

Por meio desta, podemos observar que, no ITT, nas varidveis numéricas,
apenas o cortisol basal conseguiu diferenciar significativamente os grupos (p<0,001).
Ao utilizar o ponto de corte de 11 mcg/dL no Fbasal, conseguimos classificar a
maioria dos pacientes dentro da categoria normal (pico no teste de estimulo acima de
18 mcg/dL). No entanto, ainda apresentamos 5% de pacientes com insuficiéncia
adrenal (Fpico no ITT < 15 mcg/dL). Ja para concentragdes menores ou iguais a 11
mcg/dL no cortisol basal, ainda hd mais de 50% dos pacientes configurando como
normais. No entanto, hd aumento significativo da probabilidade de insuficiéncia
adrenal central quando comparado aos pacientes com valor de Fbasal acima de 11

mcg/dL.
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Figura 19 — Conditional inference tree para os pacientes submetidos a ITT,
sendo a classificacdo dos pacientes baseado no Fpico demonstrado em cada grupo da

bifurcagao

Ainda utilizando pontos de corte de cortisol basal para predizer o valor do
Fpico no ITT, observamos que concentragdes de Fbasal menores ou iguais a 12,7
mcg/dL diferem significativamente de concentragdes de Fbasal entre 12,6 e 19,7
mcg/dl, que por sua vez diferem significativamente de concentragdes de Fbasal
maiores que 19,7 mcg/dL com relagdo a valores de Fpico nestes pacientes. No
entanto, clinicamente, ndo ha diferenga entre os grupos, visto que a mediana fica entre
18 e 30 mcg/dL, configurando a maior parte dos individuos como normais nos trés

pontos de corte de cortisol basal.
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Figura 20 — Conditional inference tree para os pacientes submetidos a ITT,
sendo o Fpico demonstrado em cada grupo da bifurcagdo por boxplots para cada
ponto de corte de Fbasal. Significancia estatistica demonstrada pelo p valor em cada

nodo de bifurcagao.

Por fim, podemos observar que, no glucagon, nas varidveis numéricas, tanto o
cortisol basal quanto o T4 livre conseguiu diferenciar significativamente os grupos
(p<0,001 e p=0,026, respectivamente). Além disso, a suspeita prévia de
hipopituitarismo também conseguiu caracterizar os pacientes em valores diferentes de
Fpico. Ao utilizar o ponto de corte de 5,6 mcg/dL no Fbasal e valores iguais ou
menores do que 0,8 ng/dL de T4 livre, podemos distinguir os pacientes com valores
mais baixos de Fpico, com mediana proxima de 15 mcg/dL (p=0,026). Se obtivermos
valores de cortisol basal menores ou iguais a 5,6 mcg/dL no Fbasal, mas T4 livre
maior do que 0,8 ng/dL, obtivemos valores mais altos na mediana de Fpico, em torno
de 19 mcg/dL.

Para concentragdoes de Fbasal acima de 5,6 mcg/dL, podemos distinguir o
Fpico dos pacientes que tém ou ndo suspeita de hipopituitarismo prévia ao teste de
estimulo. Apesar de significativamente diferente (p=0,028), as medianas de Fpico em
ambos os grupos ficaram entre 18 ¢ 20 mcg/dL, ndo configurando diferenca clinica

relevante.
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Figura 21 — Conditional inference tree para os pacientes submetidos a glucagon,

sendo o Fpico demonstrado em cada grupo da bifurcagdo por boxplots para cada

ponto de corte de Fbasal ou T4 livre e para presenca ou auséncia de suspeita clinica

prévia de hipopituitarismo. Significancia estatistica demonstrada pelo p valor em cada

nodo de bifurcacao
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5. DISCUSSAO

Fazer o diagnoéstico de IAC corretamente ¢ de extrema importancia, visto que
pode ser uma doenca ameagadora da vida. Apesar de o diagnostico de crise adrenal
ser bem estabelecido, a identificagdo dos pacientes com sintomas sutis de disfuncao
do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal ainda se mantém desafiadora. Além disso,
diagnosticar erroneamente um paciente com I[AC pode levar a tratamento
desnecessario e a efeitos iatrogénicos decorrentes do uso cronico de corticosteroides.
Portanto, a caracterizagdo de pacientes que apresentam indicagdo de realizagdo de
testes de estimulo de cortisol e aqueles com diagnostico de IAC ¢ 1til para melhorar a
abordagem desses pacientes durante o atendimento de endocrinologia pediatrica e
pediatria.

Este estudo ¢ o primeiro realizado na FMRP-USP e um dos poucos
disponiveis na literatura cientifica a fazer um levantamento de dados com grande
numero de pacientes que realizaram testes de estimulo de cortisol para diagnostico de
IAC na populagao pediatrica.

Observamos que dentre a totalidade de testes de estimulo de cortisol
avaliados, a maioria deles foi realizada na faixa etdria pediatrica, o que motivou o
estudo especifico da populagdo com idade inferior a 18 anos.

O teste mais realizado foi o ITT, que ainda ¢ considerado como teste de
referéncia para diagnodstico de IAC (Charmandari et al, 2014). O teste de estimulo
com ACTH para diagndstico de IAC ndo ¢ utilizado no HCFMRP-USP em fun¢do de
apresentar menor desempenho diagnostico, pela dificuldade de se obter o ACTH
sintético e por boa experiéncia com o ITT e teste de glucagon para diagnostico eficaz
e seguro, assim como descrito neste estudo.

A maioria dos pacientes avaliados apresentou indicacdo de realizagdo dos
testes de estimulo por baixa estatura ou deficiéncia de crescimento. 21,9% dos
pacientes apresentavam suspeita de hipopituitarismo ao inicio da avaliagdo. Ao
solicitar os testes de ITT e glucagon, conseguimos avaliar tanto o eixo HHA quanto a
secrecao hipotalamica de GH. Como os déficits de hormdnios hipofisarios isolados
sdo menos frequentes, ¢ justificado que seja investigada a existéncia de déficit de
cortisol em pacientes com baixa estatura ou crescimento deficiente, visto que
podemos ter alteracdo de mais de um eixo hipofisario e que os sintomas de IAC na

maioria das vezes ndo sdo claros para o paciente e os familiares e podem ndo estar
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presentes fora de uma circunstancia de estresse. Dois estudos realizados na Italia
demonstraram a importancia da utilizagdo dos testes de estimulo para avaliacdo do
diagnodstico de IAC em pacientes com déficit de GH e risco de insuficiéncia adrenal
(Iorgi et al, 2010; Maghnie et al, 2005).

Os pacientes avaliados tiveram andlises de outros exames laboratoriais,
principalmente para avaliagdo de outros eixos hipofisdrios. Como esses pacientes
tinham indicacdo de realizacdo dos testes de estimulo para avaliacdo de déficit de
horménio hipofisario (GH e/ou cortisol), ¢ correto que sejam avaliados outros déficits
hormonais associados, visto que a incidéncia na populacdo ¢ bem maior do que
déficits isolados e a clinica pode ser bastante frustra, necessitando portanto da andlise
laboratorial.

Observamos uma propor¢ao maior de pacientes masculinos submetidos aos
testes de estimulo, provavelmente pela maior procura dessa populagdo pelo pediatra
ou endocrinologista pediatrico com queixa de baixa estatura. A maioria deles era
impubere no momento do teste.

Ha variagdes entre individuos para maturagdo do ritmo circadiano e resposta
do eixo HHA ao estresse. Por isso, optamos por comparar Fbasal e Fpico de pacientes
lactentes (de 6 meses de idade a 2 anos) e pacientes acima de 2 anos de idade.
Pudemos observar menor Fbasal em lactentes, mas nenhuma diferenca estatistica no
Fpico. Este achado sugere que a partir dos 6 meses de idade, a maioria dos pacientes
j& apresenta maturidade da resposta do eixo HHA ao estresse mimetizado pelo
glucagon no teste, visto que nos menores de 2 anos o ITT ¢ contraindicado em nossa
instituigao.

Ao avaliar os achados clinicos neonatais sugestivos de hipopituitarismo,
observamos que o achado mais comum foi de ictericia neonatal tardia, que ndo ¢
patognomonica de IAC e pode causada por outros fatores, como ictericia secundéria
ao aleitamento materno. Outros achados mais comuns incluiram crise convulsiva,
hipoglicemia e criptorquidia. Estes achados estdo de acordo com dados prévios
descritos na literatura (Chabre et al, 2017). Nao observamos diferenca estatistica entre
Fbasal e Fpico em pacientes que apresentaram diversos antecedentes neonatais de
hipopituitarismo.

Entre os 59 pacientes diagnosticados com IAC, 16 (27%) faziam uso de
medicagdes, principalmente glicocorticoide ou anticonvulsivantes. Poucos utilizaram

quimioterdpicos ou foram expostos a radiagdo. Dentre aqueles expostos a
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radioterapia, observamos Fbasal menor quando comparados com pacientes controle
(sem uso de medicagdo). Essa diferenca ndo foi observada em pacientes com uso de
quimioterdpicos. Os efeitos iatrogénicos do uso terapéutico cronico de
corticosterdides sdo bem descritos e conhecidos (Krasner AS, 1999). Esses pacientes
tém risco aumentado de inibi¢do do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal e de
apresentarem [AC (Chabre et al, 2017). Observamos menor Fbasal em pacientes em
uso de corticoides orais quando comparados com aqueles que ndo faziam uso da
medicac¢do. Considerando que este estudo foi realizado em um hospital terciario
universitario, ¢ justificavel o aumento do nimero de pacientes fazendo uso de
corticosterodides, visto que muitos acompanham em outras especialidades pediatricas
por comorbidades complexas, como doengas autoimunes/inflamatdrias, neoplésicas e
alérgicas graves.

Os anticonvulsivantes sdo drogas que tém efeito de aumentar a depurag¢ao do
cortisol, portanto esses pacientes podem apresentar alteragdes nos resultados dos
exames por interacdo das medicagdes com o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal
(Putignano et al, 1998). Observamos menor Fbasal em pacientes em uso de
anticonvulsivantes quando comparados com aqueles que ndo faziam uso da
medica¢cdo. Nao observamos essa diferenca no teste de estimulo, o que pode ser
justificado pelo fato de que a maioria desses pacientes possui um eixo HHA que
responde bem ao estresse.

A admissdo, parte consideravel dos pacientes do estudo apresentava algum
achado dismorfico, podendo ou ndo ser significativo para apontar suspeita diagnostica
de sindrome genética. A maioria dos achados foi relacionado com a Sindrome de
Turner (pescoco curto e alado, clinodactilia, quarto metacarpo curto, valgismo
cubital). Tal achado ¢ confirmado quando analisamos os caridtipos realizados na
populacdo do estudo. A maioria destes pacientes que realizaram exame de cariotipo
apresentava resultado normal no teste de estimulo de cortisol. Entre aqueles com
resultado anormal de caridtipo, a maioria tinha confirmacdo para sindrome de Turner
e Turner mosaico. Usualmente, a avaliagdo de rotina do eixo HHA nao esté indicada
nestas pacientes. Os dados do presente estudo sdo explicados pois, no passado, o
protocolo de fornecimento do SUS para estas pacientes exigia a realizagdo de testes
de GH. Nestes casos, a dosagem simultinea de cortisol era também realizada.

Nenhuma paciente com sindrome de Turner teve IAC confirmada.
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Foram poucos os pacientes que realizaram analise molecular para diagnéstico.
Provavelmente isto decorre do fato de a maior parte da analise de dados ser composta
de pacientes avaliados na primeira década dos anos 2000, em que estes exames nao
tinham a mesma facilidade de serem realizados num sistema publico de assisténcia e
ensino, sendo realizados na maioria das vezes com fins de pesquisa. Apenas um
paciente apresentou alteragdo molecular compativel com hipopituitarismo (Birla et al,
2016). O restante dos pacientes com alteracdes moleculares tinham clinica de baixa
estatura e alteracdes em genes relacionados, de modo geral, a deficiéncia isolada de
GH.

A avaliacdo da presenga de anormalidades anatomicas da regido hipotalamo-
hipofiséria, bem como de todo o SNC foi realizada por meio de RNM na maioria dos
pacientes avaliados. Habitualmente, este tipo de exame ¢ solicitado apenas em
pacientes com alteracdes clinicas com confirmacao bioquimica de deficiéncia de um
ou mais hormonios hipofisarios. Dentre as altera¢cdes observadas, destacam-se aquelas
classicamente associadas com hipopituitarismo: neurohipéfise ectdpica, hipoplasia ou
auséncia da haste hipofisaria, hipoplasia da hipofise anterior, agenesia do septo
pelacido, agenesia ou hipoplasia do septo caloso, alteragdo do nervo Optico e
holoprosencefalia ou holoprosencefalia-like. Além disso, observamos outras
alteracdes, que apesar de ndo serem diretamente ligadas ao hipopituitarismo, podem
causa-lo indiretamente, tanto por efeito de massa, exposicdo a radioterapia por
tratamento de lesdo neoplasica ou lesdes causadoras de epilepsia. Neste ultimo caso,
ha necessidade de uso de anticonvulsivantes, que, como descrito previamente, podem
alterar e aumentar a metabolizagdo de cortisol, levando ou contribuindo para o
desenvolvimento de IAC ou, eventualmente, dificultando seu diagnostico com
precisao.

Entre os pacientes diagnosticados com IAC, a maioria apresentava
hipopituitarismo anterior parcial, hipopituitarismo anterior total, panhipopituitarismo,
uso cronico de corticosterdides ou sindromes genéticas reconhecidamente associadas
com deficiéncia do eixo HHA .

Em relacdo a seguranca do ITT, apenas uma pequena parcela apresentou
necessidade de correcdo oral ou endovenosa da glicemia por sintomas leves.
Entretanto, uma porcdo considerdvel dos pacientes apresentou sintomas de
hipoglicemia como sonoléncia, fraqueza e/ou tremores, sendo na maioria leves. Em

poucos pacientes foi necessaria suplementagdo de glicose por via oral e via
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endovenosa. Poucos pacientes necessitaram observagdo clinica ambulatorial apds o
final do teste. A escolha da via de correcdo da glicemia na maioria das vezes nao foi
descrita em prontudrio, mas aparentemente foi arbitraria e relacionada a facilidade de
acesso endovenoso ou de alimentos para oferecer via oral. Poucos pacientes
apresentaram sintomas graves (reducdo do nivel de consciéncia), oito pacientes
ficaram em observacdo e apenas um necessitou de internagdo em enfermaria. Nenhum
paciente foi internado em UTI pediatrica. A maioria teve sua glicemia normalizada no
periodo de 30 a 60 minutos apds o inicio dos sintomas, independente da correcdo da
glicemia. Nenhum paciente teve crise convulsiva ou apresentou sequelas permanentes
ou morreu durante o teste.

Fizemos comparagdo entre o tempo necessario para recuperagdo da
hipoglicemia no ITT e o Fpico obtido no teste, mas ndo observamos diferenca
estatistica entre os grupos (IAC, normal ou indeterminado; dados ndo apresentados).
Aventamos a hipotese de que a corre¢do precoce da hipoglicemia pode ter alterado os
resultados observados.

Durante a realizacdo da dose do teste de glucagon, poucos pacientes
apresentaram efeitos colaterais muito significativos. A maioria dos sintomas foi
gastrointestinal: nduseas e vomitos. Poucos necessitaram de internacdo hospitalar em
enfermaria em decorréncia dos sintomas mencionados, nenhum em UTI pediéatrica.
Nenhum paciente teve sequela permantente ou Obito. Estes dados nos permitem
afirmar que tanto os ITT como os testes com glucagon sdo seguros na faixa etaria
pediatrica.

Observamos que a maioria dos pacientes no estudo tiveram como diagnostico
final afecgcdes relacionadas com baixa estatura. No entanto, uma propor¢ao
consideravel de pacientes foi diagnosticada com IAC em suas diversas formas (79
pacientes, 8,7% da amostra), principalmente quando comparada a incidéncia de IAC
no presente estudo com aquela relatada na literatura (Chabre et al, 2017), destacando
o viés de selegdo de pacientes em hospital de complexidade tercidria/quaterndria.

Dentre os pacientes com hipopituitarismo anterior parcial, observamos que a
maioria dos pacientes apresentava déficit de GH, enquanto que a mesma propor¢ao
tinha déficit de ACTH e TSH. Em menor proporcao, observamos déficit de LH/FSH.
Isso pode se dar por viés de selegdo para realizacdo do exame, visto que a maioria dos
pacientes realizou teste na pré-adolescéncia/adolescéncia, sendo impuberes e por

suspeita de baixa estatura e/ou hipopituitarismo e IAC. A maioria dos pacientes com
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IAC tem déficit de outros hormonios concomitantemente, e, no presente estudo, mais
frequentemente relacionado ao déficit de GH. Portanto, a realizagdo do ITT e/ou do
teste com glucagon ¢ importante, visto que ambos analisam tanto o eixo somatotréfico
quanto o adrenocorticotrofico e eles sdo realizados em sua maioria em pacientes com
baixa estatura, queixa tdo comum em consultério do pediatra e do endocrinologista.

Ao avaliar os resultados dos testes de estimulo de cortisol, observamos que a
maioria dos pacientes foi caracterizada como normal. Ja ao analisar as dosagens de
cortisol basal, observamos que a maioria se encontra no grupo de pacientes com
diagnostico indeterminado.

Avaliamos a concordancia do pico de cortisol obtido nos testes de estimulo
com o resultado obtido no cortisol basal e o grupo em que os pacientes foram
classificados. Para isso utilizamos o teste de concordancia de Kappa. Obtivemos um
nivel de concordancia muito pequeno entre o cortisol basal e os testes de estimulo,
como ja inferido pelos dados discutidos acima, para classificar os pacientes entre
normal ou portador da doenca.

Ao avaliar as concentracdes de cortisol basal, a concordancia entre o exame
coletado antes do teste de estimulo e no basal do teste de estimulo tem correlacao
forte-moderada tanto para o ITT quanto para o teste de estimulo de glucagon.

Observamos que a resposta (pico) do cortisol obtida no ITT e no teste de
glucagon tém boa concordiancia em todos os grupos de diagndstico: normal,
indeterminado e IAC (mediana proxima de zero na andlise de Bland-Altman), mas
principalmente nos grupos IAC e indeterminado. No entanto, ainda necessitamos de
um niimero maior de pacientes que realizaram os dois testes para avaliar se assim ha
reducdo da dispersdo da dispersdo dos valores e melhor concordancia.

No cendrio de vida real, ao avaliarmos cada paciente, para garantir um
diagnostico correto, utilizamos um raciocinio clinico, avaliamos a probabilidade
clinica da doenca e podemos fazer uso de testes diagndsticos para reduzir a0 maximo
o grau de incerteza do diagnostico. Dentre as propriedades dos testes diagndsticos,
avaliamos neste estudo a sensibilidade, especificidade e razdo de verossimilhanga.

A sensibilidade de um teste avalia a probabilidade de o teste ser positivo
quando o paciente apresenta realmente a doenga. J& a especificidade consiste na
probabilidade de o teste ser negativo e o paciente ndo apresentar a doenca. Um teste

sensivel ¢ um bom teste para triagem, enquanto que um teste especifico ¢ adequado
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para confirmacdo diagnodstica. O teste ideal ¢ sensivel e especifico, classificando
corretamente a maior parte dos pacientes (Threvetan R. et al, 2017).

Existem individuos normais com exame alterado e individuos doentes com
exame normal. Para avaliacdo dos pontos de corte de um teste, podemos deixa-lo mais
sensivel ou especifico. Na pratica, escolhemos o ponto em que a maioria dos
pacientes ¢ corretamente classificado, evitando erros de classificacdo. Para isso
podemos construir a curva ROC. Avaliamos a curva pela proximidade do canto
superior esquerdo do grafico e pela area sob a curva (AUC). Quanto mais proximo e
quanto maior a AUC (mais proximo de 1), melhor o poder discriminatério do teste e
assim podemos escolher o ponto de corte adequado (Hand DJ, 2010). Além disso,
podemos comparar diferentes testes diagnosticos, assim como fizemos neste estudo.

Para avaliar especificamente os dados dos pacientes classificados como
indeterminados quanto ao diagnostico de IAC, construimos curvas ROC para avaliar
sensibilidade e especificidade de diferentes pontos de corte para diagnosticar
pacientes com IAC ou descartar a doenca.

Assim como proposto na literatura (Grossman AB, et al, 2010), observamos
que o ponto de corte de cortisol basal de 3,5 mcg/dl ¢ o limite inferior que garante a
maior acuracia diagndstica e maior especificidade para diagnostico de IAC, mas com
grande comprometimento da sensibilidade do teste.

Por outro lado, aqueles pacientes com cortisol basal acima de 13 mcg/dl, tém
seu diagnostico descartado com taxas consideraveis de falsos negativos. Por essa
razdo, ¢ necessario avaliar os pontos de corte dentre aqueles considerados como
resultados indeterminados do teste, a fim de identificar um ponto que consiga
classificar corretamente a maioria dos pacientes. Ao avaliar os pontos de corte
considerados como resultados indeterminados de cortisol basal, ndo conseguimos
determinar um valor de ponto de corte que configure em valores adequados de
sensibilidade ou especificidade, com risco alto de classificar erroneamente o paciente.

Com relagdo ao teste de estimulo de glucagon, observamos que o ponto de
corte de 11 mcg/dL. de Fpico é o que apresenta maior acuracia diagndstica,
apresentando alta especificidade.

Por fim, optamos por avaliar varidveis categéricas e numéricas para tentar
aumentar probabilidade pré teste de atingir um determinado Fpico. No entanto, apesar
de diferencas estatisticas significativas, as diferencas de valores de Fpico obtidos na

Conditional Inference Tree ndo impactam significativamente as decisdes da pratica
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clinica, exceto em pacientes com T4 livre abaixo de 0,8 ng/dl, em que o Fpico foi
significativamente menor, o que corrobora a constatacdo de que a probabilidade de
existir JAC em paciente com pelo menos mais um eixo hipofisario acometido ¢ maior
do que num paciente com acometimento isolado do eixo HHA

Obtivemos diferenca significativa na concentragdo de cortisol basal de
pacientes com neurohipodfise ectopica e naqueles com sindrome da haste interrompida
quando comparados com os pacientes sem estes achados em exames de imagem.
Portanto, isso corrobora com os dados conhecidos de relagdo entre estes achados e o
diagnostico de hipopituitarismo. No entanto, estes pacientes apresentaram, em sua
maioria resposta normal no teste de estimulo, demonstrando que, mesmo com
alteracdes em exame de imagem e Fbasal mais baixo, ndo podemos excluir a
realizacdo de teste de estimulo de cortisol para diagndstico correto destes pacientes.

Este estudo apresenta limitagdes por consistir de um estudo retrospectivo com
andlise de prontuarios. Apesar de retrospectivo, foi utilizado o mesmo método de
dosagem de cortisol durante todo o periodo de estudo e todos os testes seguiram o
mesmo protocolo e foi realizada por equipe médica treinada. Este estudo ¢ importante
para caracteriza¢do da populagdo que realizou testes de estimulo de cortisol na nossa
instituicdo, para avaliagdo longitudinal dos pacientes, diagndstico final e andlise de
sensibilidade e especificidade dos testes aplicados. Apresenta potencial para otimizar
interpretacdo dos testes, além de garantir um banco de dados para andlise continua
dos testes realizados neste servigo, assim como comparacdo com novos métodos de

dosagem de cortisol.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo caracterizou a populacdo pediatrica submetida a teste de
estimulo de cortisol e os testes realizados entre 2001 e 2016 no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo.

Observamos que os testes de ITT e glucagon sdo concordantes entre si, sdo
seguros € necessarios para diagnostico de TAC.

O exame de cortisol basal classifica grande parte dos pacientes como
indeterminados e apresenta sensibilidade e especificidade menor do que os testes de
estimulo, sendo util para descartar a doenga utilizando pontos de corte altos, ou para
confirmar diagnéstico com valores muito baixos.

Concluimos que os teste de estimulo sdo necessdrios para classificar
corretamente os pacientes previamente indeterminados pelo cortisol basal.

Observamos que a maioria dos pacientes classificados como portadores de
IAC apresentaram algum tipo de hipopituitarismo, com déficit associado de outros
hormonios, em sua maioria de GH e TSH.

As alteragdes do sistema nervoso central consistiram em sua maioria de
achados classicamente ligados a hipopituitarismo.

Reconhecemos as limitagdes do trabalho por ser retrospectivo, mas
consideramos imprescindivel para compreender a implicagdo dos testes de estimulo

no diagnostico de TAC.
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