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Introducao

Acromegalia € uma doenca rara, causada quase que exclusivamente por
um tumor hipofisario produtor de horménio do crescimento (GH). As
consequéncias do excesso de GH sao algumas vezes incapacitantes e
associadas a um aumento na mortalidade, principalmente de origem
cardiorrespiratéria. Mais de 50% dos pacientes acromegalicos s&o hipertensos
e cerca de 30% apresentam alteracdes obstrutivas do trato respiratorio (1).

O tratamento da acromegalia visa a remog¢éo do tumor, a redugcéo dos
niveis de GH para valores normais e a regressédo de suas complicagdes (2, 3).

A mensuracdo do GH sérico comegou a ser possivel a partir da
introdugéo do radioimunoensaio (RIE), em 1960, o qual foi utilizado por mais de
duas décadas. Por ser uma técnica laboriosa e muito pouco sensivel, o que
inviabiliza a dosagem do GH em individuos normais, o RIE passou a ser
substituido por ensaios capazes de mensurar valores de GH anteriormente
considerados indetectaveis (4).

O principio dos imunoensaios € o de comparar uma amostra
indeterminada com uma referéncia de igual substancia bioldgica, de
concentragdo conhecida. Esta substancia deve ser estavel, de forma que seja
possivel a reproducao dos resultados com diferentes amostras. A World Health
Organization (WHO), através do programa de padronizagdo de ensaios
bioldgicos, foi responsavel pela distribuicdo de substancias calibradoras
(International Standards) utilizadas na geracédo dos resultados. Inicialmente o
material empregado era derivado de hipéfises humanas, composto por diversos

tipos moleculares da substéncia a ser examinada (5). Os resultados eram



dados em termos de unidades de bioatividade, definida de forma arbitraria para
determinar a quantidade de horménio existente em uma determinada amostra.
No entanto, isso simplesmente refletia a incapacidade existente a época em
caracterizar quantidades analisadas em valores absolutos de massa. Com o
desenvolvimento de ensaios mais sensiveis e especificos ndo houve,
entretanto, uma reorganizagdo metodoldgica, e as mesmas caracteristicas
adotadas para o RIE foram incorporadas e utilizadas nesses ensaios. Bethlen e
col. (6) foram os primeiros a descrever a presenga de discrepancias na
determinagcdo do GH em diferentes ensaios comerciais. Celniker e col. (7)
comparando resultados produzidos através de diferentes RIEs e ensaios
imunoradiométricos, constataram que os valores diferiam em até 3 vezes. No
mesmo estudo observou-se que os valores mais elevados de GH
correspondiam aqueles dosados com anticorpos policlonais e calibradores
derivados de hipofise humana. Ja os valores mais baixos foram encontrados
em ensaios que utilizavam anticorpos monoclonais especificos e calibradores
produzidos através de GH recombinante. A conclusao do estudo foi que o uso
de anticorpos diferentes, mono ou policlonais, e o emprego de calibradores
derivados de hipofise ou 22 kDa interferem significativamente nos valores de
GH.

Em virtude do uso cada vez mais frequente de GH recombinante como
calibrador e deste ter sido o unico a ter sua concentracido determinada em
massa ao invés de unidade, os valores de GH passaram a ser descritos em
mg/ml ou pg/l. A partir de entdo, sugeriu-se o uso de fatores de conversdo

como um meio de uniformizar os valores de referéncia entre os diferentes
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ensaios e expressa-los em uma mesma unidade. No entanto, isto ndo foi
suficiente para eliminar as diferengas existentes entre os ensaios (8).

As concentracbes de GH sido as bases para a maioria das decisdes
terapéuticas. Em 2000 (9), sugeriu-se como critério de cura da acromegalia,
niveis séricos de GH nadir apds sobrecarga com glicose inferior a 1 g/l e IGF-
1 normal para sexo e idade. Estudos posteriores realizados com ensaios ultra-
sensiveis questionaram essa orientagdo, sugerindo valores ainda mais baixos
(10-19). Praticamente todos os dados epidemiolégicos até o momento
relacionam a mortalidade aos niveis séricos de GH, no entanto, com a melhora
dos ensaios de IGF-1 (2, 13, 22, 23) ja tem sido demonstrado a sua
importancia na determinagéo da atividade da acromegalia (3, 10, 14, 16, 20). O
desenvolvimento do tratamento que antagoniza o receptor do GH, inibindo a
sua acao e normalizando os niveis de IGF-1, requer novos estudos que
avaliem a relacdo GH/IGF-1. Dados que sugerem aumento na mortalidade em
pacientes com niveis de IGF-1 elevado; entretanto, pacientes submetidos a
cirurgia, com IGF-1 normal, mas nadir de GH elevado apds sobrecarga oral
com glicose no periodo pds-operatorio, apresentam risco aumentado de
recorréncia da doenca. Em aproximadamente 30% dos pacientes existe uma
discordancia entre os valores de GH e IGF-1 durante o tratamento; no entanto,
ndo se sabe o seu impacto na mortalidade desses pacientes (2, 10, 14, 21).

Neste estudo apresentamos os dados obtidos a partir dos niveis de GH
medidos por quimioluminescéncia em uma coorte de 55 pacientes
acromegalicos, sua correlagdo com os niveis de IGF-1 e com os valores de GH

observados em 15 individuos normais.
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Objetivos

Principais

1) Determinar os niveis de GH basal e apds sobrecarga oral de glicose em
individuos normais e compara-los com os observados em pacientes
acromegalicos tratados e nao tratados, em diversos estagios de
atividade da doenca, através do método quimioluminescente (Immulite
2000) utilizado rotineiramente no hospital.

2) Determinar qual o valor de nadir de GH com Intervalo de Confianga de
95% mais adequado para considerar como valor de referéncia para cura

ou remiss&o da acromegalia.

Secundario
1) Correlacionar os niveis de IGF-1 com GH basal e nadir em pacientes

acromegalicos com diversos estagios de atividade da doenca.
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Resumo

A dosagem do GH no soro é essencial para confirmar ou excluir o seu excesso.
Na acromegalia, a auséncia de critérios clinicos suficientemente sensiveis para
monitorizar o sucesso do tratamento faz com que o GH sérico seja o
procedimento de escolha e, para isso, € essencial que a sua dosagem seja
realizada de forma confiavel, capaz de permitir interpretagdes uniformes.

Varios critérios hormonais tém sido propostos para caracterizar remissdo da
acromegalia, incluindo niveis séricos de GH randdmico inferior a 2,5 ug/l, nadir
de GH durante o teste de tolerancia oral a glicose inferior a 1,0 pg/l e IGF-I
normal para sexo e idade. A importancia do tratamento adequado consiste na
possibilidade de reverter a mortalidade prematura da acromegalia através da
diminuicdo dos niveis de GH para valores menores que 2,5 pg/l. Com o
surgimento de ensaios ultra-sensiveis para medida do GH, tornaram-se
necessarios critérios mais estritos para determinar cura ou remissao da
doenca. Nesta revisdo, descreveremos aqui as modificacdes decorrentes da
evolucdo dos ensaios, as consequéncias nos resultados de GH e os pontos de
corte propostos na literatura para caracterizacdo da atividade e remissao da

acromegalia.

Descritores: horménio de crescimento, diagndostico, acromegalia, imunoensaios



18

Abstract

Growth hormone quantification in serum is essential for confirming or ruling out
its excess. The absence of clinical criteria sufficiently sensitive to evaluate the
treatment success enables GH as the key diagnostic procedure and for that, its
measurements must be done in a reliable way and must allow uniform
interpretation. Several different biochemical criteria for remission have been
suggested in the past, including a random GH measurement less than 2,5 pg/l,
mean GH value from a day curve less than 2,5 ug/l, nadir GH value after an oral
glucose tolerance test (OGGT) less than 1,0 ug/l and a normal age-related IGF-
| level. The importance of adequate treatment is highlighted by data indicating
that lowering GH levels to less than 2,5 ug/l reverses the premature mortality of
acromegaly. With the advances of ultrasensitive assays for GH measurement,
stringest remission criteria to determine remission or cure were necessary. In
this review, we describe the changes of assay methodology and its
consequences in serum GH results and cut off point values to define activity

and remission of acromegaly.

Keywords: growth hormone, diagnosis, acromegaly, immunoassays
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Introducao

Na acromegalia, a suspeita clinica da doenga geralmente € o primeiro
passo para se estabelecer o diagndstico. A evolugdo dos ensaios hormonais
para medida do GH sérico tem permitido detectar a doenga mesmo em estados
iniciais. Os métodos classicos tém sido a avaliagdo do grau de supressao do
GH apds administragao oral de glicose (TTOG) juntamente com os niveis
séricos de IGF-l. Entretanto, apdés mais de 30 anos da introdugdao dos
imunoensaios para GH, as discrepancias existentes nos resultados, quando a
mesma amostra € dosada por ensaios distintos, podem chegar a diferir em até
trés vezes.

Neste artigo, salientamos as principais modificagdes nos ensaios e nos
critérios para diagndstico e acompanhamento da acromegalia, aspectos
moleculares e fisioldgicos que interferem nesses ensaios, atentando para as

diferencgas relevantes entre eles.

Hormonio do crescimento

O horménio de crescimento (GH) é um hormdnio polipeptidico,
codificado por um unico gene localizado no brago longo do cromossoma 17, em
um cluster de 5 genes, composto por GH-N (growth hormone-normal gene),
CS-L  (chorionic  somatomammotropin-like  gene), CS-A  (chorionic
somatomammotropin-A gene), GH-V (growth hormone-variant gene) e CS-B
(chorionic somatomammotropin-B gene). A produgao hipofisaria de GH advém
da expressao exclusiva do gene hGH-N, o qual origina uma proteina de peso
molecular de 22 kDa, constituida por 191 aminoacidos e representa cerca de

90% do GH hipofisario. Aproximadamente 10% do GH presente na hipdfise
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corresponde a variante molecular de 20 kDa, a qual é resultado da perda de
alguns residuos de aminoacidos (splicing) presentes na forma 22 kDa. Outras
formas moleculares também sao encontradas na hipofise, embora em menor
proporgao (1-5) (Tabela 1).

Na circulagao, a forma mais abundante e ativa € a de peso molecular de
22 kDa. Cerca de 60%, apds secretada pela hipofise, liga-se rapidamente a
GHBP-1 (growth hormone binding protein), proteina de ligagdo com a qual
apresenta alta afinidade (6-8) (Tabela 2).

A segunda mais abundante forma molecular circulante é a 20 kDa. Esta
apresenta maior afinidade com a GHBP-2 e, pelo fato de apresentar uma
grande capacidade de agregacao, formando dimeros ou oligbmeros, sua
eliminacdo é mais lenta que a forma 22 kDa, podendo muitas vezes se tornar a
principal forma molecular circulante, invertendo a relagao 22:20 kDa de 2:1(5).

A GHBP-1 apresenta capacidade limitada de ligar-se ao GH. Cada
molécula de GHBP-1 transporta somente uma molécula de GH e, a medida em
que fica saturada, a produgdao de GH diminui. No caso da GHBP-2, sua
capacidade de ligacdo com o GH ¢ ilimitada, ndo ficando saturada com altas

concentracoes de GH.

Regulacdo hormonal

O GH se liga ao seu receptor e induz sinal intracelular através de uma
cascata de mecanismos, que envolvem a fosforilacdo de varios fatores de
transcricdo. O seu receptor consiste de um dominio extracelular, um
transmembrana e outro citoplasmatico. O GH liga-se ao componente

extracelular através de dois sitios. Primeiramente, ha a ligagdo com o sitio 1,
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formando um composto inativo e, posteriormente, ao 2, que é a forma ativa.
Somente com a interagdao nos dois sitios € possivel ocorrer a transmissdo do
sinal. (6)

O figado apresenta a maior concentragdo de receptores de GH. O GH,
por sua vez, € o maior regulador da expressao do gene do IGF-I (insulin growth
factor 1). Este, juntamente com GHRH (GH-releasing hormone), ghrelina,
somatostatina, horménio tireoidiano, glicocorticoide e insulina controlam a
sintese e secrecao do GH.

Em cultura de células, o IGF-l inibe a expressdo do ARNm e,
consequentemente, a secre¢cao do GH. O GHRH estimula a liberacdo de GH
através do aumento na produgcao de AMPc. O papel do horménio tireoidiano na
sintese de GH permanece obscuro; no entanto, a secrecdo de GH sob testes
de estimulo é reduzida em pacientes com hipotireoidismo, enquanto que os
niveis basais ndo sofrem alteragoes.

O (glicocorticoide apresenta um sitio de ligagdo localizado no primeiro
intron do gene do GH. A insulina suprime a secre¢cao do GH e também diminui
a expressao do gene, da mesma forma que a somatostatina. Ja a ghrelina
estimula a secrecdo do GH por uma via diferente do GHRH.

A leptina, por apresentar receptores hipotalamicos, pode agir como um

horménio sinalizador metabdlico na regulagéo da secregédo do GH.

Fatores fisioldgicos na secrecdo do GH
A secrecdo de GH é pulsatil, ocorrendo liberacdo de picos de GH
alternados com valores basais considerados previamente como indetectaveis

quando medidos por radioimunoensaio (RIE). A maioria dos pulsos de GH
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ocorre logo apos o inicio do sono, na fase de ondas lentas cerebrais, 0 que
corresponde a 60-70% de sua secrecgao diaria.

O exercicio aumenta a liberagcdo de GH provavelmente através de
mecanismos envolvendo estimulos colinérgicos.

Trauma, estresse fisico, choque hipovolémico e sepse estimulam a
secrecdo de GH, embora doencgas debilitantes como cancer ndo estejam
associadas a aumento dos niveis de GH. Privacdo emocional e depressao
estdo associadas com supressao da secrecdo do GH e respostas subnormais
em testes de estimulo. Acredita-se que um aumento na liberagdo de GHRH,
mediado por fatores adrenérgicos, estaria envolvido nessas situagdes.

Desnutrigdo e jejum prolongado estdo associados com niveis elevados
de GH, enquanto que a obesidade diminui sua secrec¢ao basal e pds estimulo.

Hipoglicemia insulinica estimula a liberagcdo de GH cerca de 30 a 45
minutos apds a queda da glicemia. Ja a hiperglicemia aguda, inibe a secre¢ao
do GH. Entretanto, pacientes diabéticos com hiperglicemia crénica né&o
suprimem os niveis de GH.

Dieta rica em proteinas e a administracdo de aminoacidos por via
intravenosa estimulam a liberagdo de GH através da supressdo da
somatostatina. A diminuicdo de acidos graxos livres séricos causa aumento
agudo nos niveis de GH, enquanto que o aumento inibe os efeitos de varios

fatores estimulantes do GH (sono, exercicio, GHRH).

Ensaios
A dosagem do GH sérico foi possivel a partir de 1960, com a introdugao

do RIE (7, 9, 10), que consiste na adicdo de uma quantidade constante de
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hormoénio marcado e uma quantidade também constante de anticorpo anti-
hormonio ao soro do paciente. O hormdnio presente na amostra de soro do
paciente compete com o hormdénio marcado por um numero limitado de sitios
de ligagdo. Apds um periodo de incubagdo, o horménio ligado ao anticorpo é
separado do nao ligado. A quantidade de horménio marcado ligado € entéo
determinada.

Mediante a dificuldade de se mensurar niveis de GH em individuos
normais, buscou-se continuamente o aperfeicoamento de técnicas diagnosticas
que permitissem demonstrar o real valor fisioldgico e patolégico do GH.
Também se tentou chegar a um método rapido, facil, que apresentasse boa
acuracia.

Baseado nos proprios moldes do RIE, desenvolveram-se ensaios
chamados nao competitivos, como, por exemplo, os ensaios enzimaticos,
quimioluminescentes e fluorométricos (11). Estes ensaios utilizam um anticorpo
marcado para geragdo do sinal e um segundo anticorpo para captura. O
primeiro anticorpo € ligado a fase sélida e ao soro do paciente. O segundo
anticorpo, ao qual € ligada a molécula geradora de sinal, é adicionado em
excesso e entdo se liga rapidamente ao complexo formado pelo primeiro
anticorpo com o soro a ser dosado (sanduiche). O resultado desta medida é
diretamente proporcional a concentragdo de horménio na amostra. Apesar de o
principio ser muito parecido entre os imunoensaios, existem diferengas
importantes e extremamente significativas no que diz respeito ao resultado
obtido. Essas diferengcas recaem principalmente nos tipos de anticorpos e

padrdes utilizados (12).
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Anticorpos

No RIE, praticamente todos os anticorpos empregados para detecgao da
quantidade de horménio na amostra sao policlonais, ou seja, anticorpos que
reconhecem varios epitopos diferentes em uma mesma molécula ou em
moléculas distintas. Através deste ensaio, varias formas moleculares de GH
poderiam ser reconhecidas e medidas.

Nos ensaios mais recentes, a maioria utiliza anticorpos monoclonais
combinados com policlonais ou simplesmente dois anticorpos monoclonais,
onde a ligacdo deste a molécula de GH se da através do reconhecimento de
uma porgdo muito especifica, possibilitando a dosagem de um tipo molecular
unico, na maioria das vezes restritos as formas 20 e 22 kDa (13).

Nos imunoensaios, sdo empregados diferentes anticorpos que se ligam
a um diferente espectro de isoformas de GH. Como a distribuicdo dessas
isoformas varia entre um individuo e outro, os resultados dependerdo do

anticorpo utilizado no ensaio (5-7, 9, 12, 14-20).

Calibradores

Os calibradores séo utilizados para gerar a curva padrdao com a qual as
amostras sado comparadas. Inicialmente eram derivados de extratos de
hipéfises humanas e atualmente a orientacédo € de que os ensaios comerciais
utilizem padrdes advindos de GH recombinante, 22 kDa especifico. Entretanto,
observa-se na pratica, grande variabilidade de padrdes, o que invariavelmente
compromete o resultado obtido e contribui para as divergéncias encontradas
quando sdo comparados diferentes ensaios, ainda que o anticorpo tenha a

mesma especificidade.
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Em 1955, foi estabelecido pela Organizagdo Mundial de Saude (World
Health Organization-WHO) o primeiro padrdo internacional (International
Standard-1S) de GH bovino para bioensaio. Através dos anos, varias
modificagdes foram surgindo, de modo que o primeiro padrao estabelecido
para ser utilizado em imunoensaios surgiu em 1982, derivado de hipdfise (GH
IS 66/217). Esse padrao foi substituido em 1990 por um segundo também
derivado de hipdéfise (GH IS 80/505) e, posteriormente, em 1994, surgiu o GH
IS derivado de GH recombinante (88/624), com conteudo e especificidade
definidos (1 mg = 3 U), considerado o primeiro IS para somatotropina (10).
Numa tentativa de padronizar a utilizagdo de calibradores, sugeriu-se que estes
deveriam ser produzidos de acordo com o padrao 88/624, unico em que a real
quantidade de GH foi determinada; por isso, os resultados obtidos deveriam ser
expressos em unidade de massa, ao invés de unidades de bioatividade (10).

O uso de fatores de conversdo, de uma preparagao de GH para outra,
ou de ug/l para mUl/l, é uma potencial fonte de erro. A transicdo de 66/217
para 80/505 acompanhou-se de um aumento de 15% nos resultados de GH;
entretanto, ndo houve nenhum ajuste nos testes diagndsticos naquela época
(6, 10).

A calibracdo de ensaios ultra-sensiveis, que utilizam anticorpos
monoclonais, com calibradores biosintéticos representa outra possibilidade de
erro, porque o GH da amostra e o GH do calibrador ndo reagem identicamente
com o anticorpo.

As divergéncias encontradas nos resultados de diferentes ensaios
demonstram que métodos especificos para a forma 22 kDa tendem a fornecer

resultados menores do que os ensaios que detectam também a forma 20 kDa,
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apesar dessa diferenga nao representar, necessariamente, apenas a presenca
de mais uma forma molecular, no caso a 20 kDa. Diferengas na especificidade
dos métodos em detectar também as formas monoméricas e diméricas do GH
tém sido implicadas como possiveis causas para a desigualdade existente nos
resultados dos niveis de GH entre os ensaios (16, 20).

Embora nao existam dados na literatura que comprovem a superioridade
da medida de uma forma molecular a outra, desde o surgimento do GH
recombinante passou-se a adotar com maior frequéncia ensaios sensiveis e
especificos, capazes de identificar niveis de GH anteriormente considerados

indetectaveis pelos RIEs convencionais.

Critérios de cura

As modificagdes metodoldgicas dos ensaios obrigaram a reavaliagao de
critérios diagndsticos e terapéuticos no que se refere aos disturbios
relacionados com a secrec¢ao de GH (6, 12, 13, 15, 16, 19-25).

Tradicionalmente, com o uso de RIE policlonal, a acromegalia era
considerada improvavel quando o GH basal era inferior a 5 pg/l. Com o advento
de ensaios mais sensiveis e especificos, valores tdo baixos quanto 1 g/l ou
menos podem ser encontrados em pacientes com acromegalia em atividade,
sobrepondo-se aos valores encontrados em individuos normais. Dessa forma,
torna-se impossivel adotar o GH basal como critério de cura ou diagnostico de
acromegalia.

O teste de toleréncia oral a glicose (TTOG) tem sido considerado como
teste classico para diagnostico e avaliagéo da atividade da acromegalia (Tabela

3). A elevacdo aguda da glicose suprime a secregao hipofisaria de GH em
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individuos normais, mas, em pacientes com acromegalia, os niveis de GH néao
diminuem e, em algumas situagdes, de forma paradoxal, até aumentam.
Durante o teste, o sangue é coletado nos tempos basal, 30, 60, 90 e 120
minutos apds a ingestdo de 75 gramas de glicose. O menor valor de GH
atingido durante o teste (nadir) € entdo comparado a um valor especifico e, se
acima desse, o diagnostico de acromegalia é confirmado (22).

O valor do ponto de corte utilizado para interpretar os niveis de nadir de
GH tem sofrido varias modificagcbes com o aumento da sensibilidade dos
ensaios. Empregando RIE policlonal, o valor de nadir de GH inferior a 2,0 ug/I
era considerado normal. Com 0s novos ensaios, a supressdo do GH em
individuos normais demonstrou ser inferior a 1 ug/l. Em 2000, o Consenso
sobre diagndstico e critérios de remissdo da acromegalia, orientou que, em
ensaios imunorradiométricos, com anticorpos monoclonais, o nadir de GH > 1
pg/l, juntamente com IGF-I elevado ou, a média da medida do GH durante as
24 horas superior a 2,5 pg/l, seria determinante de doenga n&o controlada.
Freda e col, (16) utilizando ensaio imunorradiométrico monoclonal 22 kDa
especifico, encontraram valores tdo baixos quanto 0,14 ug/l em individuos
normais e inferior a 0,33 pg/l em mais de 50% dos pacientes acromegalicos,
distincdo essa impossivel de ser realizada utilizando ensaio RIE policlonal.
Dessa forma, a validade dos critérios de diagnodstico e avaliagdo da
acromegalia torna-se incorreta quando se utiliza um ensaio e extrapolam-se
resultados para outro.

Dados epidemioldgicos derivados basicamente de RIEs policlonais
demonstram que a taxa de mortalidade na acromegalia € normalizada quando

o valor médio do GH esta abaixo de 2,5 ug/l (24, 26). No entanto, utilizar esse
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dado epidemiolégico como guia para o tratamento atual é problematico porque,
para qualquer amostra de GH a ser dosada pelos imunoensaios mais
sensiveis, os valores de GH serdo significativamente menores aos
determinados por RIE policlonal. Embora varios valores tenham sido propostos
como mais adequados para cada ensaio, nao existem dados epidemioldgicos
até o momento que corroborem estes valores (Tabela 3).

De acordo com o consenso que definiu os critérios de cura da
acromegalia, em 2000 (22), a avaliagao pos-operatoria dos pacientes deve
combinar a medida do GH através de teste com supressao pela glicose,

juntamente com a dosagem do nivel sérico basal de IGF-I (Tabela 4).

Insulin Growth Factor | (IGF-I)

Com o advento de ensaios confiaveis de IGF-I, este esta fazendo parte
da avaliagdo nos disturbios relacionados ao GH (15, 21, 22, 24, 27-34), esta
elevado em pacientes com acromegalia em atividade e normaliza apos
tratamento adequado. As vantagens da medida do IGF-lI, em comparagéo a
medida do GH, consistem na facilidade de dosagem, pois € necessaria
somente uma coleta e no fato de que, por ter meia vida longa, representa mais
adequadamente os niveis de GH do que uma unica medida aleatéria de GH.

No entanto, em alguns casos, pode existir anormalidade na secrec¢ao do
GH, apesar de valores normais de IGF-l. Anormalidades no padrao de
secrecdo do GH podem persistir apdés a cirurgia, sugerindo alteragéo
neurorregulatéria do GH. Estudos propdéem que GH nadir “anormal” poderia ser

um sinal de atividade da doenga em alguns pacientes (27, 28, 35, 36).
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O padrao oposto de divergéncia entre GH e IGF-I também tem sido
reportado. O IGF-I pode estar elevado com niveis “normais” de GH. Valores
altos de GH, de forma nao pulsatil, sdo preditores positivos dos niveis de IGF-I,
enquanto niveis de GH durante os picos sao preditores negativos. Apesar de
valores médios de GH similares, pacientes com acromegalia e concentragoes
basais durante o dia elevadas, sem pico, produzirdo mais GH do que aqueles
que tém secrecao pulsatil normal, o que explicaria os niveis de IGF-I elevados,
apesar de valores médios de GH normais.

Poderiamos inferir que a combinagdao da medida do GH e do IGF-|
basais nos dariam duas informacées diferentes. O GH informaria a
neurorregulacdo de sua secregao e o IGF-I, o efeito da interagdo do GH com
seu receptor.

A indicacdo de tratamento adicional em pacientes acromegalicos
(cirurgia, radioterapia, tratamento clinico medicamentoso) recai sobre os niveis
de GH e IGF-I ap6s a intervencao primaria. O desenvolvimento da terapia que
antagoniza o receptor do GH, o qual impede a sua agdo e normaliza os niveis
séricos de IGF-I, mantendo elevados os niveis de GH, requer a reavaliacdo da
relacdo GH/IGF-I, pois, nessa situacdo, os valores de GH nao servem para
guiar a terapia e, at¢é o momento, n&do existem dados concretos que
determinem quais niveis de IGF-I constituem alvos terapéuticos apropriados.

Estima-se que valores discordantes de GH e IGF-I podem ser vistos em
até 30% dos pacientes acromegalicos durante o seu tratamento. No entanto,
desconhece-se o0 impacto dessa discordancia na morbidade e mortalidade dos

pacientes.
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A partir do aumento da sensibilidade dos imunoensaios, a definicido de
cura da acromegalia correlaciona-se com valores cada vez mais baixos de GH.
Paralelamente, existe grande variagdo nas concentracbes de IGF-| para todas
as idades. Tem sido demonstrada grande sobreposi¢gao entre os niveis de IGF-
| entre pacientes com deficiéncia severa de GH e individuos normais (24). Além
disso, a relagdo do GH com o IGF-I, em individuos normais, € influenciada pelo
sexo, e pode ser explicada em parte pela diferenca de secrecdao do GH. Em
mulheres, para se ter valores de IGF-I semelhante ao dos homens, a secrecao
de GH deve ser pelo menos trés vezes maior.

Apesar de o IGF-lI ser o horménio responsavel pela maior parte dos
efeitos biolégicos do GH, poucos estudos relacionavam mortalidade e IGF-I.
Com o surgimento de ensaios acurados, ja existem estudos demonstrando a
normalizagdo da mortalidade com a redugao dos niveis de IGF-I (26, 28, 30).
Trainer e col. (24), ao estudarem individuos adultos com deficiéncia de GH,
tentaram identificar valores de |IGF-I que poderiam determinar risco de
deficiéncia funcional de GH durante o tratamento. A conclusdo do estudo foi
que o objetivo atual no tratamento da acromegalia de reduzir os niveis de IGF-I
para valores dentro da faixa normal para sexo e idade pode pér uma proporgao
de pacientes em risco para desenvolver deficiéncia funcional de GH. Essa
possibilidade deve ser levada em consideragdo, ja que hipopituitarismo com
deficiéncia de GH também tem suas consequéncias na morbi-mortalidade dos
pacientes.

Cabe ainda salientar que, apesar da melhora na precisdao dos ensaios
utilizados para medida do IGF-I, a falta de valores normativos padronizados

para sexo e idade permanece sendo a maior limitagao de sua aplicacéo clinica.
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Consideracdes finais

Os aspectos mais importantes que devem ser considerados na tentativa
de padronizagao dos métodos para dosagem sérica do GH sao os calibradores
e a especificidade do ensaio. A utilizacdo de um mesmo calibrador em todos os
kits comerciais devera reduzir as diferengas encontradas entre os métodos. No
entanto, é importante atentar para o fato de que o uso de um unico peptideo,
tal como a forma 22 kDa do GH, nédo reflete a heterogeneidade de formas
moleculares existentes no soro. Da mesma forma, dependendo da
especificidade do anticorpo empregado no ensaio, esse ira reagir com
diferentes formas moleculares de GH. Porém, ndo ha até o momento nenhum
dado que comprove a superioridade de ensaios menos ou mais especificos na
discriminagdo da atividade da acromegalia.

A utilizagdo de ensaios diferentes para dosagem do GH constitui um
problema comum em estudos que relacionam morbi-mortalidade aos niveis
séricos de GH. A analise dos dados inclui valores de GH obtidos durante varios
anos, e, por isso, medido por metodologias distintas. Acreditamos que, o
primeiro passo para a melhor interpretacdo dos valores de GH, seria a
determinacao por cada laboratério de valores de ponto de corte para cada
método em particular, o que possibilitaria uma analise retrospectiva mais

acurada.
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Tabela 1. Formas moleculares de GH encontradas na hipéfise (adaptado de

Baumann,G) (3)

%

Formas monoméricas

22 kDa GH 70-75
20 kDa GH 5-10
Desamino-GH (Asp 152 22 kDa) 3
Desamino-GH (Glu 137 22 kDa) 5

22 kDa GH N a acilado 5
GH 143 1
GH 44 191 0,2-1

Formas oligoméricas dos monémeros acima
Oligbmeros maiores 5
Oligbmeros dissulfidicos 7

Oligbmeros com ligagao covalente desconhecida 2
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Tabela 2. Proporcdes estimadas de formas imunoreativas de GH no plasma

apo6s 15 minutos de secretadas pela hipofise (adaptado de Baumann,G) (3)

%

GH monomeérico
22 kDa GH
Livre
Ligado (complexo de alta afinidade)
Ligado (complexo de baixa afinidade)
20 kDa GH
Livre
Ligado (complexo de alta afinidade)
Ligado (complexo de baixa afinidade)
GH desamido e acil
Dimeros
22 kDa nao covalentes
22 kDa dissulfidicos
20 kDa nao covalentes
20 kDa dissulfidicos
Oligbmeros maiores (tri, tetra e pentaméricos)
22 kDa néo covalentes
22 kDa dissulfidicos
20 kDa néo covalentes

20 kDa dissulfidicos

21

20

5,5

0,5

14

0,5

1

0,5

Oligbmeros covalentes nao dissulfidicos (12 kDa, 16 kDa, 30 kDa) variavel




Tabela 3. Critérios de cura da acromegalia (adaptado de De, P) (25)
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Estudo, Ano Ensaio Critério de cura (GH pg/l)
Wilson e Dempsen,1978 ? GH < 10,0
Roelfsema, 1985 RIE GH < 2,5; estimulo TRH
Lindholm,1987 RIE GHb < 5,0; IGF-1; TTOG < 1,0
Loss,1989 ? TTOG < 1,0; IGF-1
Fahlbush,1992 ? TTOG <2,5
Osman,1994 ? TTOG <1;GHb <2,5
Jenkins, 1995 RIE GHb <25

Sheaves, 1996 IRMA GHm<25
Swearingen,1998 ? TTOG < 2,0; IGF-1
Freda,1998 IRMA TTOG < 2,9; IGF-1
Giustina, 2000 IRMA TTOG < 1,0; IGF-1

Laws, 2000 ? GH < 2,5; TTOG < 1,0; IGF-1
Kreutzer, 2001 QML GH < 2,5; TTOG < 1,0; IGF-1
Kaltsas, 2001 ? GH m < 2,5; IGF-1

Costa, 2002 IFMA TTOG < 0,25; IGF-1

De, 2003 RIE; QML GHm <2,5;IGF-1; TTOG < 1,0
Serri, 2004 IRMAmM TTOG < 0,25; IGF-1
Freda, 2004 IRMAmM TTOG < 0,14; IGF-1
Ayuk, 2004 RIE TTOG < 2,0; IGF-1
Holdaway, 2004 RIE; IRMAm TTOG <1,0; IGF-1

Makelin, 2005

RIE;IRMA;ELISA;QML

GHb < 2,5; IGF-1

RIE, radioimunoensaio; IRMA, imunorradiométrico; IRMAmM, imunorradiométrico

monoclonal; QML, quimioluminescente; IFMA, imunofluorométrico; GHb,

GH basal; GH m, GH médio; TTOG, teste de tolerancia oral a glicose
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Tabela 4. Diagndstico e avaliagdo da acromegalia (adaptado de Giustina, A)
(22)

AVALIACAO CRITERIO

DIAGNOSTICO nadir de GH no TTOG > 1ug/l e IGF-1 elevado*
LABORATORIAL

CONTROLADA nadir de GH <1pg/l, IGF-1 normal.

Auséncia de atividade clinica da doencga
INADEQUADAMENTE  nadir de GH nadir >1 ug/l, IGF-1 elevado
CONTROLADA auséncia de atividade clinica da doenca
NAO CONTROLADA GH nadir >1 ug/l, IGF-1 elevado

Presenca de atividade clinica da doenca

* elevado para sexo e idade
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Resumo

Introducéo: Varios critérios tém sido sugeridos para avaliar a atividade da
doenga em pacientes acromegalicos. Em 2000, numa tentativa de consenso,
foi proposto o ponto de corte de 1 ug/l de nadir de GH durante sobrecarga oral
com glicose, abaixo do qual o paciente estaria curado ou em remissao. No
entanto, tem-se demonstrado que, em ensaios mais sensiveis, este valor é
elevado. O objetivo deste estudo € mensurar os niveis de GH em individuos
normais € comparar com pacientes acromegalicos divididos de acordo com os
niveis de IGF-1.

Pacientes e métodos: Estudamos 15 individuos normais (10 mulheres e 5
homens, média de idade de 39,7 £ 13,19 anos) e 55 pacientes acromegalicos
(32 mulheres e 23 homens, média de idade de 53,2 + 11,73 anos), divididos, os
ultimos, de acordo com os niveis de IGF-1 para sexo e idade da seguinte
forma: grupo1; pacientes com IGF-1 normal; grupo 2, pacientes com IGF-1
baixo; grupo 3 pacientes com IGF-1 alto. Para dosagem do GH empregamos
ensaio quimioluminescente 20-22 kDa especifico (Immulite, 2000). Todos os
dados foram apresentados através de média e desvio-padrdo. Os dados nao
paramétricos foram analisados através do teste de Kruskal-Wallis e, as
correlagdes, através do coeficiente de Spearman.

Resultados: a média dos niveis de GH basal e nadir em individuos normais foi
de 0,64 + 0,8 pg/l e 0,09 £ 0,13 ug/l, respectivamente. Nos pacientes
acromegalicos, os grupos 1 e 3 apresentaram niveis de GH mais elevados em
relacdo aos individuos normais (p <0,0001), porém o grupo 2 apresentou

valores de GH basal (p = 0,73) e nadir (p = 0,14) semelhantes aos normais.
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Adotando como referéncia o limite superior de normalidade do nadir do GH
encontrado na populagao de individuos normais, ou seja, 0,35 pg/l (média + 2
desvios-padrao), todos os pacientes acromegalicos com nadir de GH inferior a
0,35 pg/l, apresentaram IGF-1 normal ou baixo. Se considerassemos como
critério de cura nadir de GH <1 ug/l, deixariamos de diagnosticar um paciente
com doenga em atividade que apresentava nadir de GH de 0,45 ug/l e IGF-1
elevado. Dos pacientes do grupo 1 e 2, quatro apresentaram GH acima de 0,35
Mg/l. O GH basal nao foi diferente entre os grupos.

Concluséao: Utilizando ensaio quimioluminescente ultra-sensivel, observamos
que, em individuos normais, os niveis de nadir de GH nao ultrapassam 0,35
pg/l. Todos os pacientes acromegalicos que apresentaram remissao da doenga
por esse critério também apresentaram |IGF-1 normal ou até baixo para os
padrées do ensaio. Devido a grande sobreposi¢cao de valores, o GH basal ndo
nos forneceu informagdes adicionais em relagédo a atividade da acromegalia
apos tratamento. Se adotassemos, para esta populagdo, o ponto de corte de 1
Mg/l ou menos para nadir de GH, como sugerido pelo consenso, estariamos
sub-diagnosticando um paciente com a doenga em atividade, o que evidencia a
necessidade de padrdes locais para a determinagcdo dos critérios hormonais

de cura ou remissdo da acromegalia.

Descritores: acromegalia, ensaios, critérios de remissao



44

Abstract

Introduction: Biochemical assessment of acromegaly activity is controversial.
In 2000, an international consensus proposed a nadir growth hormone (GH) cut
off value during an oral glucose tolerance test of less than 1 ug/l to consider
remission or cure of acromegaly. The present study was designed to measure
serum GH levels in healthy subjects and to compare these values with those of
acromegalic patients divided according to their IGF-1 serum levels.

Subjects and methods: Fifteen healthy subjects (10 women and 5 men, mean
age 39.7 £ 13.19 years old) and 55 acromegalic patients (32 women and 23
men, mean age 53.2 £ 11.73 years old) were divided according to age and sex
related IGF-1 levels as follow: Group 1, normal insulin-like growth factor (IGF)-1
levels; Group 2, low IGF-1 levels; Group 3, high IGF-1 levels. A
chemiluminescent 20/22 kDa specific assay (Immulite, 2000) was used to
measure serum GH concentrations. All results are expressed as mean = SD.
Otherwise, non parametric data was analysed through Kruskal-Wallis test and
Spearman coefficient correlation.

Results: The average basal and nadir GH levels in normal subjects were
respectively 0.64 + 0.8 pg/l and 0.09 + 0.13 pg/l. Acromegalic subjects from
Groups 1 and 3 had higher GH levels than normal subjects (p <0.0001).
However, subjects from Group 2 had similar basal (p = 0.73) and nadir (p =
0.14) GH levels than healthy subjects. If one considers as reference the higher
limit of normality of GH nadir found in the population of normal subjects, i.e.,
0.35 ug/l (average plus 2 standard deviations), all acromegalic subjects with GH

nadir lower than 0.35 ug/l had IGF-1 normal or low. If one considers as a
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criterion for cure a GH nadir <1 pg/l, a subject with active disease and with a
GH nadir of 0.45 pg/l and higher IGF-1 levels would go undiagnosed. Four
subjects from Group 1 and 2 had a GH higher than 0.35 pg/l. The basal GH did
not differ among groups.

Conclusion: Using a high sensitive assay we found that in normal subjects the
nadir GH levels were not higher than 0.35 ug/l. All acromegalic subjects that
presented remission of clinical disease by this criterion also presented normal
or even lower IGF-1 levels, considering the standards of the assay. Due to great
overlapping of values, the basal GH did not provide additional information
regarding acromegalic activity after treatment. If, for this population, the nadir
cut off value of 1 ug/l or less was adopted, as is suggested by the consensus, a
patient with the disease in activity would go undiagnosed. This indicates the
need for local standards to determine the proper hormonal criteria to confirm

cure or remission of acromegaly.

Keywords: acromegaly, assays, remission criteria
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Introducao

Os critérios diagndsticos para avaliagdo da atividade da doenga em pacientes
acromegalicos tém motivado diversos estudos (1-19). Ha muitos anos tenta-se
definir o melhor critério a ser utilizado no acompanhamento dos pacientes com
acromegalia. Baseados em dados epidemiolégicos, foram propostos diversos
valores de GH (growth hormone) como alvo terapéutico, na tentativa de igualar
os indices de mortalidade da doenga aos da populacdo em geral. Laws, em
1979 (20), sugeriu como “seguro” o valor de GH médio durante as 24 horas
inferior a 5 ug/l, medido por RIE; Nabarro, em 1987 (21) utilizou o critério de
GH basal <5 pg/l e nadir de GH apods teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)
<2 ug/l; Bates, em 1993 (22), sugeriu GH médio de 4 coletas durante o dia
inferior a 2,5 pg/l, juntamente com IGF-1 basal adequado para sexo e idade.
Essas diferencas deixam claro que n&o existia consenso de como e em que
momento o GH deveria ser dosado e qual valor de GH estaria mais
adequadamente relacionado com diminuicdo da mortalidade. Em 2000,
Giustina e col. (23) definiram os critérios hormonais para o diagndstico e
tratamento de pacientes acromegalicos. Segundo esse consenso, valores de
IGF-1 elevados para sexo e idade e GH maior que 1 pg/l apds supressao com
glicose confirmam o diagndstico de acromegalia. Em contrapartida, a evidéncia
de IGF-1 normal, quando ajustado para sexo e idade e nadir de GH apods
sobrecarga com glicose inferior a 1 ug/l, define cura ou remissdo da doenca.
No entanto, o préprio consenso ressalva que, com a introdu¢cao de novos
ensaios para a medida do GH mais sensiveis e especificos, esses critérios
deveriam ser revistos. Freda e col., em 2004 (6), utilizando ensaio

imunorradiométrico especifico para a forma 22 kDa, empregando o calibrador
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WHO 88/624, primeiro calibrador a utilizar GH recombinante, demonstrou que,
em individuos saudaveis, os niveis de nadir de GH nao ultrapassaram 0,14
Mg/l. No mesmo estudo, ao considerar pacientes acromegalicos com IGF-1
normal, mais de 50% apresentou nadir de GH inferior a 1,0 ug/l. Durante o
acompanhamento, esses pacientes apresentaram recorréncia da doenga com
posterior elevagcdo do IGF-1. Em nosso estudo, objetivamos caracterizar os
valores de GH basal e nadir em individuos saudaveis, utilizando ensaio
quimioluminescente, empregado de rotina em nosso hospital, comparar os
valores encontrados com os observados em 55 pacientes acomegalicos em
acompanhamento em nosso servico e, definir niveis de GH que melhor
conceituem cura ou remissdo da acromegalia. Finalmente, correlacionar os

niveis de GH e IGF-1 em pacientes acromegalicos nos diferentes grupos.

Pacientes e métodos

Individuos normais:

O estudo incluiu 15 adultos normais voluntarios (5 homens e 10 mulheres);
idade média de 39,7 £ 13,19 anos [mulheres 44,4 anos (22-62 anos); homens
30,4 anos (19-52 anos)] com indice de Massa Corporal (IMC) médio de 27,43 +
4,3 kg/m?. Estes individuos ndo apresentaram nenhuma evidéncia clinica de
doengas agudas ou crbnicas ou uso de medicagdo no momento do estudo. O
periodo de coleta de exames, nas mulheres, nao foi padronizado conforme a
fase do ciclo menstrual. Seis das 10 mulheres participantes estavam no
climatério, e nenhuma fazia uso de estrogeno.

Pacientes acromegalicos:
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Foram estudados 55 pacientes acromegalicos, 23 homens (41,8%) e 32
mulheres (58,2%), com média de idade de 53,2 + 11,73 anos [mulheres 50,2
anos (30-82 anos) e homens 44,6 anos (34-74 anos)]; IMC 28,59 + 4,31 kg/m2.
O diagndstico de acromegalia foi realizado através de caracteristicas clinicas,
GH nao supressivo (>1,0 pg/l) apoés TTOG e presenga de tumor em exame de
imagem (Tomografia Computadorizada ou Ressonancia Nuclear Magnética).
Dez pacientes apresentavam microadenoma e 42, macroadenoma (diametro
tumoral em seu maior eixo superior a 1,0 cm). Dois pacientes apresentaram
sela vazia, e 1 foi diagnosticado com tumor ectépico. No inicio do estudo, 8
(14,5%) pacientes ndo haviam sido submetidos a nenhum tipo de tratamento,
30 (54,5%) realizaram somente cirurgia, 2 (3,6%) foram tratados somente com
medicacdo, 7 (14,5%) com medicagdo e cirurgia, 3 (5,5%) com cirurgia e
radioterapia e 4 (7,3%) com medicagdo, cirurgia e radioterapia. Um paciente
apresentou apoplexia hipofisaria, com resolugdao do quadro. Daqueles que
utilizaram medicagéao, 6 (10,9%) estavam em uso de octreotide, 2 (3,6%)
usavam cabergolina, 1 (1,8%) bromocriptina, 1 (1,8%) bromocriptina e
octreotide e 4 (7,3%) octreotide mais cabergolina. A via cirurgica
transesfenoidal foi utilizada em todos os pacientes operados. Daqueles que
participaram do estudo, todos tinham no minimo 3 meses de pds-operatorio.
Todos os pacientes com diagndstico de hipopituitarismo (21 pacientes; 38,2%)
estavam em reposicdo hormonal adequada. Com relacdo a doencas crénicas,
33 (60%) pacientes continuaram hipertensos apds a cirurgia (14 considerados
curados e 19 ndo curados); 10 (18,2%) diabéticos, 2 deles considerados
curados e 5 (9,1%) intolerantes a glicose (1 destes curado).(Tabela 1) Foram

classificados hipertensos os pacientes com a média da pressao arterial maior
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que 140/90 mmHg, medida duas vezes, com o paciente em repouso por 15
minutos. Intolerante e diabético foi considerado como glicemia sérica maior que
140 mg/dl e 200 mg/dl duas horas apds ingestdo de 75 gramas de glicose,
respectivamente. Nenhum paciente apresentava doencgas hepaticas ou renais.
Com o objetivo de analisar os critérios de cura, os pacientes acromegalicos
foram divididos de acordo com seus niveis basais de IGF-1 normal (grupo 1),
baixo (grupo 2) e elevado (grupo 3). Foram também comparados os niveis de
IGF-1 de acordo com os niveis observados de GH basal e nadir apds glicose.
Métodos:

Solicitou-se que o0s pacientes comparecessem ao ambulatério de
neuroendocrinologia, com 8 horas de jejum, para avaliagao clinica e realizagao
de exames laboratoriais. Foram coletadas amostras -15, basal e a cada 30
minutos, durante 2 horas, apds a ingestdo de 75 gramas de glicose para
dosagem de glicemia e GH. Os valores basais foram considerados como a
média do GH nos tempos -15 e basal. O IGF-1 (Insulin Like Growth Factor) foi
coletado apenas no tempo basal. No caso de pacientes diabéticos, foram
coletadas amostras basal e a cada hora por 4 horas e a média dessas 5
amostras foi considerada como valor basal. O sangue foi retirado de veia
antecubital, por meio de cateter heparinizado, e, apés formagao de coagulo de
fibrina, centrifugado e processado em duplicata. Todos os pacientes
concordaram em participar do estudo, assinando o Termo de Consentimento
Livre Esclarecido. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Ensaios:
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GH: foi medido pelo método de quimioluminescéncia (Immulite 2000-Diagnostic
Products Corp.,Los Angeles, CA), que utiliza anticorpos mono-policlonais 20-
22 kDa especificos e calibrador World Health Organization (WHO) First
International Standard 80/505. A sensibilidade do ensaio é de 0,01 pg/l. O valor
de referéncia para individuos saudaveis é de 0,06 a 5,0 ug/l. O coeficiente de
variagao intra e interensaio é de 6,0% e 5,7%, respectivamente.

IGF-1: medido através de método imunoradiométrico (IRMA), com extragao de
imunoglobulinas, DSL-5600 Active (Diagnostic Systems Laboratories, Inc. ,
Webster, Texas). O coeficiente de variagédo intra e interensaio é de 3,9% e
4,2%, respectivamente. Os valores de referéncia de acordo com sexo e idade
foram estabelecidos pelo fabricante do ensaio (anexo).

Glicose: medida através do método da hexoquinase, pelo aparelho Mega/

Bayer.

Analise estatistica:

Os valores foram expressos através de média e desvio-padrdo e mediana e
percentis (5-95%). Apesar dos valores de GH basal e nadir, no grupo dos
acromegalicos considerados nao curados (grupo 3), ndo apresentar uma
distribuicdo normal, existe uma tendéncia para tanto, por isso os dados
também foram apresentados através de média e desvio-padrao. Porém, para a
analise estatistica, utilizou-se testes nao paramétricos quando foi incluido este
grupo de pacientes.

O nadir de GH foi considerado como o menor valor de GH durante o TTOG.
Quatro pacientes néo realizaram TTOG e, portanto, foram excluidos dessa

andlise. Para comparacdo das variaveis nao-paramétricas, utilizaram-se os



51

testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. O coeficiente de Spearman foi
empregado para avaliar a correlacdo do GH e IGF-1. O nivel de significancia
admitido foi p <0,05. Utilizou-se o programa SPSS 13.0 for Windows (SPSS,

Inc., Chicago, IL) para armazenamento e analise dos dados.

Resultados:

Individuos normais:

GH: nos individuos normais, observamos média de GH basal e nadir durante o
TTOG de 0,64 + 0,8 pg/l (0,05-2,78 pg/l) e 0,09 + 0,13 pg/l (0,01-0,54 pg/l),
respectivamente (Tabela 2). No basal, a média do GH foi maior no sexo
feminino do que no masculino (0,91 £ 0,27 ug/l vs. 0,08 + 0,02 pg/l, p = 0,014).
Considerando como limite superior da normalidade o valor médio de GH + dois
desvios-padrao obtido na populacédo de individuos normais, teremos GH basal
inferior a 2,24 ug/l e nadir de GH inferior a 0,35 pg/l. Os niveis séricos de IGF-1
nao foram determinados neste grupo.

Pacientes acromegalicos:

GH: os valores médios do GH basal e nadir, incluindo todos os pacientes
acromegalicos estudados, foram de 8,04 + 2,81 pg/l e 5,63 £ 1,89 ug/l,
respectivamente. Ao dividirmos os pacientes por sexo, as mulheres
apresentaram GH basal médio maior que os homens (11,2 £ 4,64 pg/l vs. 3,42
+ 0,96 pg/l; p = 0,042). A média do nadir de GH nao apresentou diferenga
significativa quando comparado por sexo. Nao houve diferenga entre idade,
IMC e incidéncia de hipopituitarismo entre os sexos. Pacientes com
hipopitutarismo, DMZ2, intolerantes a glicose e aqueles submetidos a

radioterapia ndo apresentaram diferenca nos valores de GH basal e nadir.
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IGF-1: O valor médio de IGF-1 foi de 462,30 + 383,54 ng/ml. Ao dividirmos os
pacientes em niveis de IGF-1 normais (n = 18; 185,35 + 79,17 ng/ml; grupo 1),
baixos (n = 6; 52,27 + 16,86 ng/ml; grupo 2) ou elevados (n = 30; 710,48 %
344,9 ng/ml; grupo 3) para sexo e idade, encontramos 0s seguintes valores de
GH: grupo 1: GH basal 0,85 £ 1,06 ug/l; nadir de GH 0,24 + 0,22 ug/l; grupo 2:
GH basal 0,29 = 0,21 pg/l; nadir de GH 0,11 + 0,07 pg/l; grupo 3: GH basal
14,08 £ 22,39 ug/l; nadir de GH 10,57 £ 15,93 ug/l (Tabela 2 e Figura 1).
Comparando os niveis de GH basal e nadir entre os grupos 1 e 3, obtivemos
diferenga significante (p <0,0001). Comparando os niveis de GH basal (p =
0,19) e de nadir (p = 0,18) entre os grupos 1 e 2, ndo encontramos diferencga.
No entanto, ao compararmos o grupo 1 com os individuos saudaveis, 0s
valores do nadir de GH foram maiores no grupo 1 (p = 0,002). Pacientes do
grupo 2 apresentaram niveis de GH basal (p = 0,72) e nadir (p = 0,14)
semelhantes em relagao aos individuos normais.

Correlagao GH/IGF-1: encontramos uma correlagao positiva entre nadir de GH
(r = 0,82; p <0,0001) e basal (r = 0,79; p <0,0001) e IGF-1 nos pacientes
acromegalicos como um todo, porém nao obtivemos correlagéo significativa (p
= 0,21), quando estes foram divididos por nivel de IGF-1.

Critérios de cura:

GH Basal: comparamos os valores de GH basal nos 3 grupos de pacientes
acromegalicos, divididos de acordo com os niveis de IGF-1. Obtivemos
diferenga significante ao compararmos os grupos 2 e 3 (0,29 + 0,21 ug/l vs.
14,08 + 22,39 pg/l; p <0,0001), e 1 e 3 (0,85 + 1,06 pg/l vs. 14,08 + 22,39 ug/l;
p <0,0001). Os grupos 1 e 2 nao foram diferentes entre si (0,85 + 1,06 ug/l vs.

0,29 £ 0,21 pg/l; p = 0,19). Quando comparamos 0s mesmos 3 grupos com 0O
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grupo dos individuos normais, verificamos que os grupos 1 e 2 ndo apresentam
diferenca significante nos valores do GH em relagéo aos controles (0,85 + 1,06
pa/l; 0,29 + 0,21 ug/l vs. 0,64 + 0,8 ug/l, p = 0,32 e 0,73); porém, ao
compararmos com o grupo 3, a diferenga € significante (p <0,0001) (Figura 1).
Os valores minimos e maximos de GH basal encontrados nos grupos 1, 2 e 3,
respectivamente, foram 0,08-4,38 ug/l; 0,05-0,61 pg/l e 0,47- 102,00 ug/l.

Nadir de GH <1 pg/l: 25 (41,8%) pacientes acromegalicos apresentaram nadir
de GH inferior a 1 pg/l, destes, 18 (69,5%) pacientes tinham IGF-1 normal para
sexo e idade, 6 (26%) IGF-1 baixo e 1 (4,3%) IGF-1 alto.

Nadir de GH de acordo com IGF-1: dos pacientes com IGF-1 normal e baixo,
nenhum paciente apresentou nadir de GH maior que 1 pg/l. Dos pacientes com
IGF-1 elevado, 1 paciente apresentou nadir de GH inferior a 1 ug/l.

Nadir de GH <0,35 ug/l: dos 18 pacientes acromegalicos com nadir de GH
inferior ao nadir de GH médio + dois desvios-padrdo do encontrado em
individuos normais, 6 apresentaram IGF-1 baixo e 12 |IGF-1 normal para
mesmo sexo e idade. Nenhum apresentou IGF-1 elevado. Quatro pacientes
com IGF-1 normal apresentaram nadir de GH maior que 0,35 ug/l.

GH basal <2,24 ug/l: dos 27 pacientes acromegalicos com GH basal inferior ao
GH basal médio + dois desvios-padrdo do encontrado em individuos normais,
17 apresentaram IGF-1 normal, 6 IGF-1 baixo e 4 IGF-1 elevado para mesmo
sexo e idade.

GH basal <2,24 g/l e nadir de GH <0,35 ug/l: 18 pacientes, todos com IGF-1
normal, apresentam os dois critérios simultaneamente. Nove pacientes
apresentaram apenas um dos dois critérios; 3 sao diabéticos e ndo possuem

nadir de GH, no entanto, um deles apresenta IGF-1 elevado, e os outros 2
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apresentam IGF-1 normal. Os seis pacientes nao diabéticos apresentam nadir
de GH superior a 0,35 ug/l e destes, trés tém IGF-1 elevado e trés tém IGF-1
normal.

Correlagdo GH basal/ nadir de GH dos pacientes dentro do critério de
normalidade: existe forte correlacdo entre os niveis de GH basal e nadir nos
pacientes que apresentam nadir de GH <0,35 pg/l e GH basal <2,24 g/l (r =
0,8; p <0,0001). Nao encontramos correlagao entre GH basal e IGF-1 (p = 0,2)

nestes mesmos pacientes.

Discussaéo:

Os critérios para definir cura ou remissao da doenca e para estabelecer metas
terapéuticas em pacientes acromegalicos passaram por varias modificagdes
com o surgimento de ensaios mais confiaveis de IGF-1 e mais sensiveis e
especificos de GH (5, 6, 9, 10, 24-31). A recomendacgao de que o diagndstico
de acromegalia deva ser realizado a partir de dosagens séricas de GH e IGF-1
e que para o acompanhamento da doenga deva-se objetivar niveis de IGF-1
normal para sexo e idade e nadir de GH inferior a 1 pg/l tem gerado uma série
de controvérsias. Varios estudos questionam a validade desse ponto de corte.
Freda e col. (3) estudaram uma coorte de pacientes acromegalicos que haviam
sido submetidos a cirurgia do tumor hipofisario, desses pacientes, mais de 50%
dos considerados n&o curados a partir dos valores de IGF-1, apresentaram
niveis séricos de nadir de GH menor que 1 pg/l durante o TTOG. Costa e col.,
em 2002 (2), demonstraram que, utilizando ensaio imunofluorométrico, o maior

valor de nadir de GH encontrado em individuos normais era de 0,25 ug/l e,
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quando utilizado como ponto de corte em pacientes acromegalicos tratados,
somente 15% preenchia este critério.

No presente estudo, nds primeiramente confirmamos que os valores de nadir
de GH em individuos saudaveis sdo menores que 1 ug/l, ndo ultrapassando
0,35 pg/l em ensaio quimioluminescente 20/22kDa especifico. Aplicando esses
dois valores como ponto de corte nos pacientes acromegalicos estudados,
encontramos um paciente, considerado com doenca ativa pelo valor do IGF-1,
com niveis de nadir de GH abaixo de 1 ug/l. No entanto, dos pacientes com
nadir de GH inferior a 0,35 ug/l, nenhum apresentou IGF-1 elevado.
Embasados em estudos que demonstraram forte correlacdo do GH basal e
nadir com a média do GH durante as 24 horas em individuos saudaveis, alguns
autores recomendam o uso da medida do GH basal em jejum ou ainda a
verificaggdo do GH através de varias coletas ao longo do dia para
acompanhamento da atividade da doenga (28-30). No entanto, outros autores
nao obtiveram os mesmos resultados (10, 17). Verificamos que existe uma
sobreposi¢ao de valores tanto em acromegalicos com doencga ativa e nao ativa
quanto destes com os individuos normais, invalidando o uso de GH basal como
critério para discernir entre cura ou nao cura.

E bem descrito na literatura o achado de GH basal e nadir mais elevado em
mulheres jovens do que em homens (8). Sugere-se, que no sexo feminino
exista uma resisténcia hepatica imposta pelo estrégeno e que, com isso, 0s
niveis de GH sejam mais elevados. Nossos dados demonstram valores de GH
basal maior em mulheres normais e naquelas com acromegalia. No entanto, ao

contrario do encontrado em um estudo desenvolvido por Thorner e col.(32), os
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valores de nadir de GH, em nosso estudo, n&o diferiram entre homens e
mulheres.

O papel do IGF-1 no acompanhamento da evolugcdo da doenca e na
mortalidade de pacientes acromegalicos ainda é controverso. Clemmons e col,
(25) foram os primeiros a publicar um estudo com pacientes acromegalicos
antes e apo6s tratamento e concluiram que os niveis de IGF-1 refletiam
adequadamente a secrecdo de GH. Um estudo recente desenvolvido por
Holdaway e col. (9) demonstraram que valores elevados de IGF-1 pés
tratamento apresentam impacto significante na mortalidade de pacientes
acromegalicos, apesar dos valores normais de GH. Entretanto, nenhuma
associagao foi encontrada no estudo realizado por Ayuk e col. (10). Com
relacdo a sintomatologia, Dimaraki e col. (4) ao estudarem um grupo de
pacientes acromegalicos antes e apos tratamento, observaram melhora dos
sintomas com a normalizacdo do IGF-1 e recomendam que pacientes com IGF-
1 elevado, mesmo na presencga de niveis normais de GH, devam ser tratados.
Tem sido demonstrado que a secrecdo de IGF-1 €& proporcional a
hipersecrecao de GH até um valor de 20 ug/l, a partir do qual os niveis de IGF-
1 apresentam um platd, ndo se modificando na mesma proporgao do GH (12).
Em nosso estudo, houve correlacédo entre os niveis de IGF-1 e GH analisando
o grupo de pacientes acromegalicos como um todo. No entanto, ao dividirmos
0s pacientes em grupos, utilizando o IGF-1, naqueles em que o GH era normal
ou elevado, n&do houve correlagdo. Acreditamos que, nestes grupos, os valores
muito préximos de GH, no caso dos pacientes curados, e, ao contrario, valores
muito elevados nos pacientes ndo curados explicariam a auséncia de

correlagao.
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Verificamos também que, em pacientes com IGF-1 normal ou baixo, os valores
de GH foram semelhantes entre eles; porém, ao compararmos estes grupos
com individuos normais, o GH foi mais alto em pacientes com IGF-1 normal e
semelhante nos pacientes com IGF-1 baixo e individuos normais. Este dado,
ou seja, a presenga de IGF-1 baixo em pacientes acromegalicos com nivel de
supressao de GH correspondente ao encontrado em individuos normais, nao
pode ser explicado pela distribuicdo maior de mulheres no grupo com IGF-1
baixo, pois todas encontravam-se no climatério, sem uso de estrogeno.
Também nao havia nenhum paciente com hipopituitarismo severo (disfungéo
de mais que dois eixos), e nenhum deles havia realizado radioterapia. A
diferenca de idade entre esses grupos também nao contribuiria como um viés,
pois ndo encontramos diferenga nos valores de nadir de GH em diferentes
idades. Entretanto, devido a grande variagéo dos valores normativos de IGF-1,
nao podemos excluir a possibilidade de que os valores de referéncia
estipulados pelo ensaio ndao estejam adequados e de que o0s niveis
encontrados poderiam ser normais para esses pacientes.

Concluimos que a medida do GH sérico através de ensaio quimiolumiescente
20/22 kDa especifico em uma populagdo de 55 pacientes acromegalicos,
atendidos num mesmo centro, somente se iguala aquela obtida em individuos
normais quando o IGF-1 encontra-se inferior ao limite da normalidade, para o
ensaio empregado. Utilizando como critério de normalidade o valor de nadir de
GH de 0,35 ug/l ou menos, alguns pacientes considerados curados pelo critério
sugerido no consenso seriam diagnosticados com doengca em atividade,

demonstrando a importancia de padronizacéo local para o ensaio utilizado. A
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medida do GH basal ndo apresentou especificidade suficiente para nos
fornecer informagdes adicionais em relagao a atividade da doenca.

O acompanhamento desses pacientes no sentido de, prospectivamente,
correlacionar estes achados hormonais com a morbi-mortalidade podera
contribuir para validar definitivamente estes critérios. Além disso, em
decorréncia dos niveis reduzidos de GH julgados normais, devemos considerar
que se por um lado podemos controlar a acromegalia, por outro, podemos
provocar um estado de deficiéncia de GH em um numero significativo de
pacientes. Esta situagcdo podera também acrescentar significativa morbi-
mortalidade, necessitando de critérios diagnosticos especificos e de tratamento
adequado.

Finalmente, cabe ressaltar que diante das perspectivas atuais de tratamento da
acromegalia, que inclui drogas que atuam em nivel hipofisario reduzindo o GH
(andlagos da somatostatina e agonistas dopaminérgicos), ou periférico,
bloqueando o receptor do GH e reduzindo o IGF-1 (pegvisomanto) e, das
alternativas classicas de cirurgia e radioterapia/radiocirurgia, a definigdo
apurada da atividade da moléstia tem importante repercussdes principalmente
em decorréncia dos altos custos e da morbi-mortalidade envolvidos. Nessa
situacao, torna-se imprescindivel que cada centro normatize com detalhe suas
metodologias e que se estabelecam padrées de referéncia a serem

recomendados nacional e internacionalmente.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes estudados

64

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
n=19 n=6 n =30

IDADE (anos) 57,3+116 57,3+7,8 49,73+ 11,5
SEXO (M/F) 10/9 1/5 12/18
TUMOR
Micro/macro 3/16 4/2 3/24
CRX (%) 94,0 100 70,0
RTX (%) 10,5 0 16,6
MED (%) 11,1 0 6,6
HIPOP.(%) 57,8 16,6 30,0
DM2 (%) 10,5 16,6 40,0
HAS (%) 52,6 50,0 66,6

M/F masculino e feminino; micro e macro adenomas; RTX radioterapia; HIPOP.

Hipopituitarismo; DM2 diabete tipo 2; HAS hipertenséo arterial sistémica; CRX

cirurgia; MED medicacao
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Tabela 2. Valores de GH basal e nadir em individuos normais e pacientes

acromegalicos, classificados de acordo com os niveis de IGF-1

GH basal (ug/l)

Nadir do GH (ug/l)

Individuos normais
(n=15)

IGF-1 normal
(grupo 1, n=18)
IGF-1 baixo
(grupo 2, n = 6)
IGF-1 elevado

(grupo 3, n=30)

0,64 £ 0,8
0,18 (0,05-2,78)
0,85 + 1,06
0,50 (0,08-2,30)

0,29 + 0,21
0,29 (0,05-0,61)
14,08 + 22,39**

5,07 (0,47-102,0)

0,09 + 0,13
0,05 (0,01-0,54)
0,24 + 0,22*
0,13 (0,05-0,76)
0,11 £ 0,07
0,09 (0,05-0,23)

10,57 + 15,93**

3,78 (0,45-65,7)

Os valores sao demonstrados como média

desvio padrao e mediana

(minimo-maximo). * p = 0,002 em relagao aos normais; **p <0,0001 em relagao

aos normais
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Figura 1. Valores médios de GH basal e nadir em individuos normais e em

pacientes acromegalicos com IGF-1 normal e baixo.
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Anexo

Valores normativos de IGF-1 (ng/ml), IRMA, DSL
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Idade Anos Homens adultos

N média DP mediana minimo-maximo
18-20 23 489,0 206,7 475,0 197,0-956,0
20-23 29 420,1 114,7 413,0 215,0-426,0
23-25 23 320,7 106,3 304,0 169,0-591,0
25-30 47 236,7 81,2 241,0 119,0-476,0
30-40 41 211,9 102,5 186,0 100,0-494,0

Idade em anos

Mulheres adultas

N média DP mediana  minimo-maximo
18-20 15 367,9 106,1 341,0 193,0-575,0
20-23 25 288,9 109,8 279,0 110,0-521,0
23-25 19 2749 93,1 273,0 129,0-450,0
25-30 45 253,5 106,6 236,0 96,0-502,0
30-40 24 217,7 76,2 209,0 130,0-354,0

Idade em anos

Homens e mulheres adultas

N média DP mediana  minimo-maximo
30-40 80 214,0 66,3 193,5 100,0-494,0
40-50 43 180,4 46,3 175,0 101,0-303,0
50-70 41 153,7 49,5 145,0 78,0-258,0




68

Assessment of acromegalic disease status using a chemiluminescent

20/22 kDa specific growth hormone assay

Running title: Evaluation of disease status in patients with acromegaly

Casagrande A, Czepielewski MA

Division of Endocrinology, Department of Internal Medicine, Hospital de Clinicas

de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil

Word count: 5281, number of references: 32, number of figures:2, number of

tables: 2

Address of correspondence and reprint requests:

Alessandra Casagrande

Servigo de Endocrinologia, Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Rua Ramiro Barcelos 2350, Prédio 12, 4° andar

Porto Alegre, RS, Brazil

CEP 90035003

Telephone: (51)33165600

e-mail: alessandracasagrande@uol.com.br

Key words: acromegaly, remission criteria, immunoassays, growth hormone



69

Abstract

Introduction: Biochemical assessment of acromegaly disease activity is
controversial. In 2000, an international consensus proposed a nadir growth
hormone (GH) cut off value during an oral glucose tolerance test (0GTT) of less
than 1 pg/l to consider remission or cure of acromegaly. The present study was
designed to measure serum GH levels in healthy subjects and to compare
these values with those of acromegalic patients divided according to their IGF-1
serum levels.

Subjects and methods: Fifteen healthy subjects (10 women and 5 men, mean
age 39.7 £ 13.19 years old) and 55 acromegalic patients (32 women and 23
men, mean age 53.2 + 11.73 years old) were studied and the former was
divided according to age and sex related IGF-1 levels as follow: Group 1,
normal insulin-like growth factor (IGF)-1 levels; Group 2, low IGF-1 levels;
Group 3, high IGF-1 levels. A chemiluminescent 20/22 kDa specific assay
(Immulite, 2000) was used to measure serum GH concentrations. All results are
expressed as mean = SD. Otherwise, non-parametric data was analysed
through Kruskal-Wallis test and Spearman coefficient correlation.

Results: The mean basal and nadir GH levels in normal subjects were
respectively 0.64 + 0.8 ug/l and 0.09 + 0.13 ug/l. Acromegalic patients from
Groups 1 and 3 had higher GH levels than normal subjects (p <0.0001).
However, subjects from Group 2 had similar basal (p = 0.73) and nadir (p =
0.14) GH levels. If one considers as reference the higher limit of normality of
GH nadir found in the population of normal subjects, i.e., 0.35 ug/l (mean plus 2

standard deviations), all acromegalic patients with GH nadir lower than 0.35 ug/I
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had IGF-1 normal or low. If one considers as a criterion for cure a GH nadir <1
Mg/l, a subject with active disease and with a GH nadir of 0.45 ug/l and higher
IGF-1 levels would go undiagnosed. Four subjects from Group 1 had a GH
higher than 0.35 pg/l. The basal GH did not differ among groups.

Conclusion: Using a high sensitive assay we found that in normal subjects the
nadir GH levels were not higher than 0.35 ug/l. All acromegalic subjects that
presented remission of clinical disease by this criterion also presented normal
or even low IGF-1 levels, considering the standards of the assay. Due to great
overlapping of values, the basal GH did not provide additional information
regarding acromegalic activity after treatment. If, for this population, the nadir
cut off value of 1 ug/l or less was adopted, as is suggested by the consensus, a
patient with the disease in activity would go undiagnosed. This indicates the
need for local standards to determine the proper hormonal criteria to confirm

cure or remission of acromegaly.

Keywords: acromegaly, assays, remission criteria
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Introduction

The diagnostic criteria to evaluate the disease activity in acromegalic patients
has been the subject of some studies (1-19). For several years attempts in
defining the best criterion for acromegaly clinical follow up have been made.
Based upon epidemiological data many different values for GH (growth
hormone) have been proposed as therapeutic goals, in an attempt to bring the
mortality rates related to acromeghaly to the level of those found in the general
population. In 1979, Laws (20) suggested as “safe” a mean GH level lower than
5 pg/l as determined by RIE in a 24-hour-period. In 1987, Nabarro (21) used a
criterion consisting of basal GH <5 ug/l and GH nadir after a oral glucose
tolerance test (OGTT) <2 pg/l; In 1993, Bates (22) suggested GH level resulting
from 4 daily samples lower than 2.5 pg/l in association with an IGF (insulin-like
growth factor)- 1 adequate for the sex and age of the patient. These differences
in approach indicate that there was no consensus on how and when GH levels
should be measured and on which GH value would be more adequately related
to a decrease in mortality. In 2000, Giustina and col. (4) proposed the criteria for
the diagnosis and treatment of the patient with acromegaly. According to this
consensus, a high IGF-1 for the sex and age groups and a GH higher than 1
pg/l after suppression with glucose would confirm a diagnosis of acromegaly. In
the other hand, evidence of a normal IGF-1 associated to a nadir GH after
overload with glucose lower than 1 ug/l would indicate cure or remission of
acromegaly. However, the consensus itself foresees that as new more sensitive

and specific assays for determining GH are introduced, these criteria should be
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reviewed. In 2004, Freda and col., (6), used an immunoradiometric 22 kDa
specific assay using WHO 88/624 calibrator, the first to use a recombiant GH,

demonstrated that in healthy individuals, levels of nadir GH are not higher than
0.14 pg/l. In the same study, when considering acromegalic patients with
normal IGF-1, an excess of 50% had nadir GH higher than 0.14 pg/l. During
clinical follow up of these patients, recurrence of the disease with later elevation
in the IGF-1 was observed. In this study we aimed to characterize the basal and
nadir GH values in healthy subjects utilizing a chemiluminescent assay which is
used as routine at our clinical endocrinology department and to compare the
values found with those observed in 55 acromegalic patients which were

followed up clinically at our service.

Patients and Methods

Control group:

The study included 15 normal volunteer adults (5 men and 10 women); mean
ages of 39.7 + 13.19 years-old [women 44.4 years-old (22-62 years-old); men
30.4 years-old (19-52 years-old)] with Body Mass Index (BMI) of 27.43 + 4.3
kg/m2. These subjects did no present any clinical evidence of neither acute nor
chronic diseases or the use of any drugs at the time of the study. In the women,
the period of sample collection were not standardized according to the
menstrual cycle. Six out of the 10 participant women were in the menopause,
and none used estrogens.

Patients:

Fifty five acromegalic patients were studied; 23 men (41.8%) and 32 women

(58.2%), with ages averaging 53.2 + 11.73 years-old [women 50.2 years-old
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(30-82 years-old) and men 44.6 years-old (34-74 years-old)]; BMI 28.59 + 4.31
kg/m2 At the time of diagnosis, 10 patients presented with a pituitary
microadenoma and 42 had a pituitary macroadenoma (tumoral diameter over 1
cm in the largest axis). Two patients presented empty sella and one was
diagnosed as having an ectopic tumor. In the beginning of the study, 8 (14.5%)
patients were not submitted to any kind of treatment; 30 (54.5%) had only
surgery; 2 (3.6%) were treated with drug therapy alone; 7 (14.5%) with drug
therapy and surgery; and 3 (5.5%) with surgery and radiation therapy. Out of
those on drug therapy, 6 (10.9%) were using octreotide; 2 (3.6%) cabergoline; 1
(1.8%) bromocriptine; 1 (1.8%) bromocriptine plus octreotide; and 4 (7.3%)
octreotide plus cabergoline. The transsphenoidal surgical approach was applied
in each of the operated patients and all the subjects of the study had at least 3
months of post-surgical period. All subjects with the diagnosis of hypopituitarism
(21 patients; 38.2%) were in hormone replacement. Regarding chronic diseases
33 (60%) patients remained hypertensive after surgery (14 considered cured
and 19 non-cured); 10 (18.2%) were patients with diabetes two of which were
considered cure and 5 (9.1%) and 5 of which were intolerant to glucose (one of
which cured). Patients classified as hypertensive were those with a mean
arterial blood pressure higher than 140/90 mmHg as measured twice with the
patient rested for 15 minutes. Were considered intolerant and diabetic those
patients respectively with a blood sugar higher than 140 mg/dl and 200 mg/dI
two hours after ingesting 75 g of glucose.

No patient had liver or kidney diseases. The diagnosis of acromegaly was done
based up on the clinical characteristics, non-supressive GH (>1.0 pg/l) after

OGTT and presence of neoplasm detected by image tests (Computed
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Tomography or Magnetic Resonance Imaging). Aiming in evaluating the criteria
for cure, the acromegalic patients were divided according to their basal levels of
IGF-1 as follows: normal (Group 1), low (Group 2) and high (Group 3).
Additionally, the levels of IGF-1 were also compared with the basal and nadir
GH after glucose ingestion.

Study procedures

The patients were asked to present themselves to the walking-in clinics of
neuroendocrinology observing 8 hours of fasting for clinical evaluation and
laboratory testing. For determinations of glucose and GH serum levels blood
samples were taken -15, basal and every each 30 minutes during 2 hours, after
the ingestion of 75 g of glucose. The basal levels were considered as the mean
of GH in the -15 and basal times. The IGF-1 was measured only in the basal
time. In the case of diabetic patients basal samples were taken every each 4
hours and the average of these 5 samples was considered as the basal value.
The blood was drawn from antecubital vein through and heparinized catheter.
After fibrin colt was formed the blood was centrifuged and processed in
duplicate. All patients agreed in participating in the study signing the Term of
Free Aware Consent. The study was approved by the Committee on Ethics in
Research of the Hospital de Clinicas, Porto Alegre, Brazil.

Methods:

GH: measured by the chemiluminescent immunometric assay (Immulite 2000-
Diagnostic Products Corp.,Los Angeles, CA) based on monoclonal and
polyclonal antibodies 20-22 kDa specific and a calibrated against World Health

Organization (WHO) First International Standard 80/505. The assay sensitivity
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is of 0.01 pg/l. The reference values for healthy individuals are 0.06-5.0 ugl/l.

The intra and interassay coefficient of variation are respectively 6.0% e 5.7%.

IGF-1: measured by the immunoradiometric assay (IRMA), with immunoglobulin
extraction, DSL-5600 Active (Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Webster,
Texas). The intra and interassay coefficient of variation are respectively 3.9% e
4.2%. The reference values according to sex and age were established by the
manufacturer (Annex)

Glucose: measured by the hexokinase method, using the Mega/Bayer

apparatus.

Statistical Analysis

The values were expressed through the mean and standard deviation, median
and percentage (5-95%). Although the values of basal and nadir GH in the
group of acromegalic considered non-cured (Group 3) do not present a normal
distribution, there is a tendency to that and thus the data were also presented
as the mean and standard deviation. However, for the statistical analysis, when
this group of patients was included, non-parametric tests were considered.

The nadir GH nadir was considered as the lowest value of GH during the 0GTT.
For comparison between non-parametric variables, the tests of Kruskal-Wallis
and Mann-Whitney were used. Spearman coefficient correlation was utilized to
evaluate the correlation between GH and IGF-1. The level of significance
admitted was p < 0.05. The program SPSS 13.0 for Windows (SPSS, Inc.,

Chicago, IL) was used for storage and analysis of data.
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Results

Normal Subijects:

GH: in the normal subjects, mean basal and nadir GH levels during OGTT were,
respectively, 0.64 + 0.8 pg/l (0.05-2.78 ug/l) and 0.09 = 0,13 pg/l (0.01-0.54
pg/l) (Table1). In basal GH, the GH mean was greater in females than in males
(0.91 £ 0.27 pg/l vs. 0.08 + 0.02 ug/l, p = 0.014). Considering as the higher limit
of normality the mean GH value found in the population of normal subjects plus
two standard deviations, will have a basal GH lower than 2.24 ug/l and a nadir
GH lower than 0.35 ug/l. The IGF-1 serum levels were not determined in this
group.

Acromegalic patients:

GH: the mean values of basal and nadir GH, including all acromegalic patients
studied, were respectively 8.04 £ 2.81 pg/l e 5.63 £ 1.89 ug/l. When the patients
were split by sex, women present a mean basal GH higher than that found in
men (11.2 £ 4.64 pg/l vs. 3.42 £ 0.96 pg/l; p = 0,042). The mean nadir GH did
not presented a significant difference when compared by sex. There were no
difference regarding age, BMI, and incidence of hypopituitarism between sexes.
Patients with hypopituitarism, diabetes mellitus type 2 (DM2), intolerant to
glucose and those submitted to radiation therapy did not present differences in
the basal and nadir GH values.

IGF-1: the mean value of IGF-1 was 462.30 + 383.54 ng/ml. Splitting the
patients according to IGF-1 levels as normal levels (n = 18; 185.35 + 79.17
ng/ml; Group 1), low (n = 6; 52.27 £ 16.86 ng/ml; Group 2) or high (n = 30;
710.48 + 344.9 ng/ml; Group 3) for their sex and age, we found the following

GH values: Group 1: basal GH of 0.85 £ 1.06 pg/l; nadir GH of 0.24 + 0.22 ug/l;
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Group 2: basal GH of 0.29 £ 0.21 ug/l; nadir GH of 0.11 £ 0.07 ug/l; Group 3:
basal GH of 14.08 £ 22.39 ug/l; nadir GH of 10.57 £ 15.93 ug/l (Table 1 and
Figure 1). Comparing the basal and nadir GH levels between Groups 1 and 3
we found a significant (p <0.0001) difference. No significant differences were
found when basal and nadir GH levels between Groups 1 and 2 were
compared. However when comparing Group 1 subjects with healthy individuals,
one finds that nadir GH levels were higher in the Group 1 subjects (p = 0.002).
Patients from Group 2 had basal and nadir GH levels similar to those found in
healthy individuals. Group 1 consisted of 10 men and 9 women; the latter had
mean age of 61.8 years-old. Group 1 had more females (n=5) than males (n=1);
mean age of 56.4 years-old. The group of healthy subjects consisted of 10
women, with mean age of de 44.4 years-old, and 5 men.

GH/IGF-1 ratio: In acromegalic patients in general there was a positive
correlation between nadir (r = 0.82; p <0.0001) and basal (r = 0.79; p <0.0001)
GH and IGF-1 but we failed to obtain a significant correlation (p = 0.21), when
acromegalic patients were split according to the IGF-1 level.

Criteria for cure:

Basal GH: The values of basal GH were compared among the patients of the
three acromegalic groups divided according to IGF-1 levels. A significant
difference was obtained when we compared Groups 2 and 3: (0.29 £ 0.21 ug/|
vs. 14.08 £ 22.39 pg/l; p <0.0001); and Groups 1 and 3: (0.85 = 1.06 ug/l vs.
14.08 = 22.39 ug/l; p <0.0001). There were no difference between Groups 1
and 2 (0.85 £ 1.06 pg/l vs. 0.29 + 0.21 ug/l; p = 0.19). When the same 3 groups
are compared with normal subjects, no significant difference it is observed

between the GH values of Groups 1 and 2 in relation to controls (0.85 + 1.06
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pa/l; 0.29 + 0.21 pg/l vs. 0.64 + 0.8 pg/l, p = 0.32 and 0.73); however the
maximum and minimum values for basal GH found in Groups, 1-3 were
respectively 0.08-4.38 ug/l; 0.05-0.61 ug/l e 0.47-102.00 pgl/l.

GH nadir <1 pg/l: 23 (41.8%) acromegalic patients presented a nadir GH lower
than 1 ug/l; of those, considering their the sex and age,18 (69.5%) patients had
normal IGF-1, 6 (26%) had low IGF-1 and 1 (4.3%) had high IGF-1.

Nadir GH in relation with IGF-1: none of the patients presenting normal and low
levels of IGF-1 had nadir GH levels higher than 1 ug/l. Out of the patients with
high IGF-1, one had nadir GH levels lower than 1 ug/I.

Nadir GH <0.35 pg/l: Out of 18 acromegalic patients with nadir GH lower than
mean GH * two standard deviations of the GH found in normal individuals, 6
presented low IGF-1 and 12 had a normal IGF-1 for the same sex and age
group; four patients with normal IGF-1 presented a nadir GH higher than 0.35
pg/l. Two of these patients are women with 48 and 62 years-old and another
one had radiation therapy 7 years ago).

Basal GH <2.24 pg/l: Out of the 27 acromegalic patients with basal GH lower
than the mean basal GH found in the normal population + two standard
deviations, 17 presented normal IGF-1, 6 had low IGF-1 and 4 had high IFG-1,
considering the same sex and age groups.

Basal GH <2.24 pg/l and nadir GH <0.35 ug/l: 18 patients, all of them with
normal IGF-1 presented the two criteria simultaneously. Nine patients presented
only one of the two criteria. Three of those had diabetes and did not have a
nadir GH; however, one of the three had a high IGF-1 and the other two had

normal IGF-1.
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GH basal/ GH nadir ration in patients within the criteria of normality: there is a
strong correlation between the levels of basal and nadir GH in patients that
present nadir GH <0.35 ug/l and basal GH <2.24 ug/l (r = 0.8; p <0.0001). A
correlation between basal GH and IFG-1 (p = 0.2) was not found in the same

patients.

Discussion

The criteria to define cure or remission of acromegaly and to establish
therapeutic goals went through several changes after the availability of more
reliable assays to measure IGF-1 and more sensitive and specific ones to
measure GH (5, 6, 9, 10, 23-30). The recommendation that the diagnosis of
acromegaly should be performed from serum determinations of GH and IGF-1
and that the clinical follow up of the disease should aim a normal IGF-1 for the
sex and age group and a nadir GH lower than 1 ug/l, has generate several
controversies. Several studies question the validity of this cut off point. Freda
and col. (6) studied a cut off point in acromegalic patients submitted to surgical
removal of a pituitary tumor. More than More than 50% of these patients,
considered non-cured by IGF-1 values, had a nadir GH lower than 1 g/l during
OGTT. Costa and col., in 2002 (6), demonstrated that, using an
immunofluorometric assay, the highest value of nadir GH found in normal
individuals was 0.25 ug/l and when this value was used as a cut off point in
treated acromegalic patients, only 15% fulfilled this criterion .

In the present study, we confirmed that the nadir GH in healthy individuals is
lower than 1 ug/l, not surpassing 0.35 ug/l in a chemiluminescent 20/22 kDa

specific assay. Using these values as cut off point in the acromegalic patients
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studied, we found a patient, considered as having active disease by the IGF-1,
with a nadir GH lower than 1 ug/l. However, no patient with nadir GH lower than
0.35 pg/l had a high IGF-1.

Based up on studies that demonstrated a strong correlation between basal and
nadir GH and the mean GH level during 24 hours in healthy individuals, some
authors recommend measuring the basal GH during fast or else the
determination of GH through several samples taken during the day in order to
follow the activity of the disease (27-29). However, other authors failed to obtain
similar results (10, 17). We verified that there is an overlapping of values in
acromegalic patients with active, in acromegalic patients with non-active
disease and in normal individuals; these findings do not validate the use of
basal GH as a criterion to differ between cure and non-cure.

The finding of basal and nadir GH higher in young women than in men is well
described in the literature (8). It is suggested that there is an estrogenic
imposed hepatic resistance in females which would be the cause o higher GH
levels. Our data demonstrate values of basal GH higher in normal women and
in women with acromegaly. However, contrary to what was found in a study by
Thorner and col.(31), the values of nadir GH in our study did not differ between
men and women.

The role of IGF-1 in the acromegaly clinical follow up and in the mortality of
acromegalic patients is still a matter of controversy. Clemmons and col, (25)
were the first to publish a study with acromegalic patients before and after
treatment and concluded that the levels of IGF-1 properly reflected the GH
secretion. Holdaway and col. (9) demonstrated that high post-therapy values for

IGF-1 indicate a significant impact in the mortality rates of acromegalic patients,
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despite normal GH values. However no correlation was found in a study done
by Ayuk and col. (10). Regarding the symptoms Dimaraki and col. (4) studying a
group of acromegalic patients before and after treatment observed an
improvement in the symptoms when the IGF reached the normal values and
recommended that patients with high IGF-1, even in the presence of normal GH
levels, should be treated. It has been demonstrated that the secretion of IGF-1
is proportional to hypersecretion of GH up to a value of 20 pg/l, after which the
levels of IGF-1 reach a plateau and do not change in the same proportion as
GH (12). In our study there was a correlation between the IGF-1 and GH levels
when the group of acromegalic patients is analysed as a whole. However if one
splits the acromegalic patients in groups utilizing the IGF-1 levels, there were no
correlation in those with normal or high GH levels. We believe that in these
groups the lack of correlation could be explained by the fact that the GH values
are too close in cured patients and too high in non-cured patients.

We also verified that acromegalic patients with normal or low IGF-1 values had
similar GH values; however if one compares these groups with normal
individuals, the GH proved to be higher in patients with normal IGF-1 and
similar in patients with low IGF-1 and in normal individuals. The occurrence of
low IGF-1 in acromegalic patients with GH suppression level corresponding to
that found in normal individuals could not be explained by the greater
distribution of women in the group with low IGF-1 since all of them were in
menopause and were not using estrogens. Also, there were no patient with
severe hypopituitarism (dysfunction larger than 2 axes) and none of them was
submitted to radiation therapy. The age difference between these groups would

also not contribute since no difference in the nadir GH in different ages was
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found. However due to the great variation in normal values IGF-1 values we
could not exclude the possibility that the assay-stipulated reference values be
inadequate and that the levels found could be normal for these patients. We
concluded that the measurement of the serum GH using a chemiluminescent
assay 20/22 kDa specific in a population of 55 acromegalic patients treated in
the same center only equal that obtained in normal individuals when the IGF-1
is below the low limit of normalcy for the assay adopted. Using the nadir GH
value of 0.35 pg/l or less as a criterion of normalcy, some patients considered
cured by the criterion suggested in the consensus would be diagnosed as
having acromegaly in activity, revealing the importance of a local
standardization for the adopted assay. The measurement of the basal GH did
no present enough specificity as to provide additional information regarding the
activity o the disease.

The clinical follow up of these patients in order to prospectively correlate these
hormonal findings with morbidity and mortality rates might contribute to
definitively validate these criteria. Furthermore, due to the reduced GH levels
regarded as normal. We should consider that if, by one hand, one could control
acromegaly, by the other hand, one could cause a GH deficient state in a
significant number of patients. This situation could also add significantly to the
morbidity and mortality rates, needing specific diagnostic criteria and proper
treatment. Finally it is worth mention that facing current treatment perspectives
for acromegaly — which include drugs acting at pituitary level reducing GH
secretion (somatostatin analogs and dopaminergic agonists) or at peripheral
level blocking the receptor for GH and reducing the IGF-1 (pegvisomant) — and

facing the classic alternatives of surgery and radiation therapy/radiosurgery, the
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accurate definition of disease activity has important repercussions, mainly due
to high costs and to morbidity and mortality involved. In this situation it is
necessary that each treatment center detail their norms and methodology and
that reference standards to be recommended nationally and internationally be

established.
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Table 1. Values of basal and nadir GH in normal individuals and acromegalic

patients classified according to IGF-1 levels

Basal GH (ug/l) Nadir GH (ug/l)
Normal individuals 0.64 +0,8 0.09+£0,13
(n=15) 0.18 (0.05-2.78) 0.05 (0.01-0.54)
Normal IGF-1 0.85+1.06 0.24 + 0.22*
(Group 1, n=18) 0.50 (0.08-2.30) 0.13 (0.05-0.76)
Low IGF-1 0.29 £0.22 0.11 £ 0.07
(Group 2, n = 6) 0.29 (0.05-0.61) 0.09 (0.05-0.23)
High IGF-1 14.08 + 22.39** 10.57 + 15.93**
(Group 3, n=30) 5.07 (0.47-102.0) 3.78 (0.45-65.7)

The values are demonstrated as mean * standard deviation and as median
(minimum-maximum). * p = 0.001 in relation to normal; **p <0.0001 in relation to

normal
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Figure 1. Basal and nadir GH mean values in normal and acromegalic patients

with normal and low IGF-1 levels.
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Annex

IGF-1 reference range (ng/ml).

Age in years Adult men
N mean SD median minimum-maximum
18-20 23 489.0 206.7 475.0 197.0-956.0
20-23 29 420.1 114.7 413.0 215.0-426.0
23-25 23 320.7 106.3 304.0 169.0-591.0
25-30 47 236.7 81.2 241.0 119.0-476.0
30-40 41 211.9 102.5 186.0 100.0-494.0
Age in years Adult women
N mean DP median  minimum-maximum
18-20 15 367.9 106.1 341.0 193.0-575.0
20-23 25 288.9 109.8 279.0 110.0-521.0
23-25 19 274.9 93.1 273.0 129.0-450.0
25-30 45 253.5 106.6 236.0 96.0-502.0
30-40 24 217.7 76.2 209.0 130.0-354.0
Age in years Adult men and women
N mean DP median minimum-maximum
30-40 80 214.0 66.3 193.5 100.0-494.0
40-50 43 180.4 46.3 175.0 101.0-303.0

50-70 41 153.7 49.5 145.0 78.0-258.0
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