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1. Introducéao

O processo de diferenciagdo sexual das gbnadas masculinas torna-se evidente
na sexta semana de gestagdo. O primeiro evento morfologicamente identificavel na
diferenciacao dos testiculos consiste no desenvolvimento das células precursoras de
Sertoli, que se agregam para formar os corddes seminiferos permeados por células
germinativas primordiais. No final da nona semana, o mesénquima que separa 0s
corddes seminiferos da origem as células intersticiais, que se diferenciam em células
de Leydig secretoras de esteroides. Essas células se desenvolvem inicialmente sob
influéncia da gonadotrofina coriénica humana (hCG). A proliferagdo das células de
Leydig, com consequente aumento na produgéo fetal de testosterona, estimula a
expressdo das enzimas esteroidogénicas e aumenta a expressédo do receptor de
androgénios nos tecidos-alvo (™. Assim que ocorre a diferenciagdo das gbnadas em
testiculos, eleva-se a produgédo de hormdnio anti-mulleriano (AMH) pelas células de
Sertoli, determinando a regressao dos ductos de Muller (mesonéfricos), enquanto a
testosterona promove a diferenciacdo dos ductos de Wolff (paramesonéfricos) em
ducto deferente, epididimo e glandulas seminais. Apds essa fase os testiculos

migram desde seu local de origem préximo ao rim até a regido do escroto 2.

A descida testicular, de um sitio abdominal temporario na vida fetal para o
escroto € um processo crucial para a espermatogénese. A etiologia de testiculos
criptorquidicos apresenta ainda muitos aspectos a serem elucidados. Acredita-se
que desreguladores enddécrinos e diversos genes possam influenciar a descida
testicular ®#. A primeira fase desse processo ocorre entre a 102 e 152 semana de

gestacéo e independe da concentragdo de androgénios. Essa fase é controlada por



AMH e insulin-like peptide 3 (INSL3). Esse ultimo é secretado pelas células de
Leydig logo apds o inicio do desenvolvimento testicular e controla a espessura do
gubernaculo para fixagado do testiculo proximo a regido inguinal. O AMH é produzido
pelas células de Sertoli desde a 8% semana de gestagdo e é responsavel pela
regressao dos ductos mullerianos no feto masculino. Mutagdes do gene que codifica
o AMH ou no gene que codifica seu receptor, assim como mutagcdes do gene INSL3

ou de seu receptor podem causar o criptorquidismo ),

A partir da segunda metade da gestacao, a fungao testicular encontra-se sob o
controle do sistema nervoso central, em uma classica al¢ga de retroalimentacao
neuroenddocrina em que as gonadotrofinas — horménio foliculo-estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH) constituem os sinais hormonais chave. Esses horménios
estdo modulados pelo horménio de liberagdo das gonadotrofinas (GnRH) produzido
e secretado pelo hipotalamo 78 As gonadotrofinas hipofisarias circulam no plasma
e possuem meia-vida de 30 minutos (LH) e de 1 a 3 horas (FSH), sendo que o LH
exibe flutuacdes no plasma de maior amplitude que o FSH. Sua secrecao responde
a secrecao pulsatil de GnRH pelo hipotalamo, por sua vez modulado por diversos
sinais centrais e periféricos, tanto estimulatérios como inibitérios. Pulsos de GnRH
mais frequentes e amplos aumentam a sintese da subunidade beta do LH. Outros
fatores paracrinos, neurais e enddcrinos contribuem para uma regulagdo bastante

complexa do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal ).

O controle da funcao testicular é obtido pelo equilibrio do eixo hipotalamo-
hipdfise-testiculo, ou seja, da interagdo do GnRH, gonadotrofinas e células de
Leydig e Sertoli (Figura 1). O hipotadlamo sintetiza o0 GnRH em pulsos a cada 90-120
minutos. O GnRH estimula a hipéfise anterior a liberar LH e FSH na circulacao

sistémica. O LH se liga a receptores especificos nas células de Leydig, estimulando



a producao de testosterona (T). O FSH é necessario para a iniciagdo da
espermatogénese durante a puberdade, estimula a producéo da proteina de ligacao
dos esterdides (SHBG) e a producdo de inibina B pelas células de Sertoli (. A
inibina B tem como principal fungédo suprimir a secregao hipofisaria de FSH por um
mecanismo de retroalimentacdo negativa. A secregdo de inibina B mantém
correlagdo com a proliferacdo e manutencao das células de Sertoli, fungdes estas
reguladas pelo FSH. Os valores de inibina B correlacionam-se ainda com a
contagem total de espermatozdides e com o volume testicular, podendo ser utilizado

como indice de espermatogénese ")

anterior

T pituitary
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Figura 1. INSL3 e eixo HPG: relacdo entre INSL3/RXFP2 e testosterona no interior do

testiculo. As setas sdo direcionadas para as células que apresentam os receptores

especificos sabidamente conhecidos (Fonte: Frontiers in Endocrinology, 2014 ©))

Legenda : HPG: eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal
INSL3: insulin-like peptide 3
RXFP2: receptor do INSL3 .



As células de Sertoli e de Leydig constituem os dois tipos celulares principais
responsaveis pela fungao testicular. Os dois componentes testiculares estéo inter-
relacionados e dependem da integridade do eixo hipotalamico-hipofisario para
manter suas fungbes de reproducdo e \virilizagdo. As glicoproteinas
adenohipofisarias sédo constituidas por uma subunidade alfa comum e por uma
subunidade beta distinta, sendo esta ultima a que confere especificidade bioldgica
ao LH e FSH. O LH é o principal regulador da sintese de testosterona pelas células
de Leydig M A ativacao de seu receptor estimula a adenilciclase e induz a sintese

de testosterona nos testiculos .

Durante a vida fetal, na metade do periodo gestacional, as concentragcbes de
FSH e LH atingem valores adultos, mas caem quando as altas concentragdes de
hormonios esterdides da unidade feto-placentaria passam a exercer o feedback
negativo sobre o hipotalamo durante a gestacdo. Ao nascimento, a separagao do
recém-nascido da fonte materno-placentaria de estrogénios e progesterona provoca

a liberacdo das gonadotrofinas por perda de seu feedback negativo ©.

O eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal permanece ativo alguns meses com
predominio de LH nos meninos e FSH nas meninas. Como consequéncia, pode
aparecer nas meninas desenvolvimento moderado dos foliculos ovarianos e
producdo de estrégenos que estimulem o aumento do volume mamario e a
proliferagdo das mucosas uterina e vaginal. Nos meninos as concentragdes de
testosterona e AMH aumentam no primeiro més de vida e as concentracbes de
inibina B sdo superiores aos encontrados em homens adultos nessa fase de

ativagao do eixo gonadotréfico (“minipuberdade”) €19,



Na segunda metade do primeiro ano de vida as gonadotrofinas e os esterdides
gonadais diminuem a niveis muito baixos e mantém-se durante o resto da infancia.
Em contrapartida, nos meninos persiste alta produgdo de AMH e inibina B por parte
das células de Sertoli, que ndo entram em repouso como o restante do eixo (Figura
2) UV A proliferacdo das células de Sertoli na fase pré-puberal provoca pequeno

aumento do volume testicular, ndo detectavel por palpacéo 9.

Concentracdo 3-6m
sérica sesee

INSL3

Y
Nascimento Infancia Puberdade Adulto

Figura 2. Medidas de AMH, inibina B, LH, FSH, testosterona durante as fases de

nascimento, infancia, puberdade e fase adulta (Fonte: Rey et al ).

Poucas mudangas s&o observadas no eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas
durante a fase pré-puberal. Os tubulos seminiferos permanecem sem lumen e com
células de Sertoli imaturas e as células germinativas sdo caracterizadas por
gondcitos e espermatogbnias que de proliferam por mitose. Células de Leydig tipicas
aparecem até 6 meses de vida e depois desaparecem no tecido intersticial até o

inicio da puberdade. A aparéncia da genitdlia externa ndo apresenta grandes



mudancas e a secregado de gonadotrofinas permanece alta até 3 a 6 meses de vida

com concentracdes séricas minimas ou indetectaveis na fase pré-puberal . "9

Na puberdade temos a reativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal com
aumento da concentragao intra-testicular de androgenos, maturagao das células de
Sertoli e inicio da espermatogénese. Esses eventos dependem da acdo dos
androgenos e da integridade do receptor androgénico (AR) nas células de Sertoli. O
aumento da secregcdo de inibina B se da por estimulo do FSH e a queda da
produgdo de AMH é consequente ao aumento da concentragdo de testosterona,

refletindo a maturagéo das células de Sertoli nessa fase puberal "%

Os esteréides mais importantes para adequada manutencdo da fungao
testicular sdo a testosterona e o estradiol. Além da testosterona, os testiculos
secretam pequenas quantidades de dois androgénios menos potentes, a
dehidroepiandrosterona (DHEA) e a androstenediona (A4). A testosterona é

preferencialmente convertida na periferia a um androgeno mais potente, a

(12)

dihidrotestosterona (DHT) pela agdo da enzima 5-a-redutase

A DHT é o mais potente ativador do receptor de androgénio, pois possui maior
afinidade e maior tempo de ligacdo ao receptor. Os androgénios controlam a
diferenciacdo sexual, a libido, o crescimento puberal da laringe, os efeitos
anabdlicos no musculo e a estimulagdo da espermatogénese, além de seu efeito
sobre 0 osso mediado pelo estradiol. O DHT desempenha papel importante na
virilizagdo embrionaria do genital externo, no desenvolvimento puberal da genitalia

masculina, uretra e prostata, crescimento de pelos corporais e faciais M,

As manifestagdes clinicas dos pacientes com producgado ou acao deficientes da

testosterona dependem da idade na qual o hipogonadismo tenha comecgado.



Durante o segundo e o terceiro meses do desenvolvimento fetal a deficiéncia de
androgénio causa graus variaveis de ambiguidade genital. Se a deficiéncia
androgénica tiver inicio durante o terceiro trimestre havera alteragéo na descida dos
testiculos e redugcdo do crescimento peniano. A deficiéncia de androgénios na
puberdade causa desenvolvimento incompleto das caracteristicas sexuais

secundarias e proporcdes esqueléticas eunucdides 7).

A avaliacdo da fungao gonadal masculina pode ser feita clinicamente e por
exames laboratoriais. A medida de valores em condi¢gbes basais € de pouca utilidade
na infancia, pois a partir dos seis a nove meses de vida até o inicio puberal, o eixo
hipotalamo-hipdfise-testiculo encontra-se quiescente e, portanto, os valores
androgénicos sao baixos. Nesta faixa etaria pré-puberal, a avaliagao testicular deve

ser feita através de testes dinamicos que estimulam a fungao gonadal (12)

O teste de estimulo com hCG tem sido utilizado na rotina do atendimento
ambulatorial para avaliagao da fungao testicular. Até recentemente, o hCG disponivel
no Brasil era de origem extrativa de urina de mulheres gravidas. Desde 2011, o hCG
extrativo ndo € mais disponivel em nosso meio, sendo proposta sua substituicao
pelo hCG recombinante (rhCG), sintetizado por engenharia genética desde 2001

pela técnica do DNA recombinante (1.

A gonadotrofina coribnica humana € um membro da familia de hormoénios
glicoproteicos, formado de duas subunidades: alfa e beta. A subunidade alfa é
idéntica entre as espécies e a beta é unica e especifica '>'). A subunidade alfa é
codificada por gene localizado no cromossomo 6, enquanto a subunidade beta do
hCG é codificada por seis genes localizados no cromossomo 19. O hCG é usado

para mimetizar a produgdo enddégena do LH, uma vez que ambos estimulam o



mesmo receptor de membrana '®. Ao contrario do LH, o hCG tem meia-vida
plasmatica longa e induz um estimulo prolongado e sustentado das células de
Leydig *'®. O rhCG é semelhante em estrutura fisico-quimica, imunoldgica e efeito
biolégico quando comparado ao hCG de origem urinaria (uUhCG) de mulheres
gravidas, sem os inconvenientes deste ultimo, quais sejam, origem n&o controlada,
baixo grau de pureza e variagdo de atividade bioldgica entre os frascos '®. Em
contraste, o hCG recombinante €& produzido com alto grau de purificagdo e
especificidade e é praticamente livre de outras proteinas séricas, acidos nucleicos e
outros contaminantes. A alta purificacdo do produto facilita a caracterizacéo e a

quantificagdo exata do horménio produzido ¥,

O hCG apresenta meia-vida plasmatica de aproximadamente trés dias e acao
biolégica de cinco a sete dias (12) Um estudo clinico realizado em 2008, comparando
homens adultos saudaveis, mostrou que o estimulo com rhCG na dose unica de 250
mcg foi similar ao uhCG na dose de 5000 Ul em relagdo ao pico de testosterona 48-
72 h apds aplicagdo da medicacdo '*. Esse estudo sugeriu o teste com rhCG como
padrdo ouro para avaliagdo da fungao das células de Leydig devido ao menor risco
potencial de transmissédo de agentes patogénicos quando comparado ao uhCG e por

mostrar uma resposta eficiente de estimulo da esteroidogénese gonadal.

Na infancia, diversos testes de estimulo com uhCG foram previamente
padronizados em criangas com criptorquidismo, por ser esta uma condi¢ao clinica na
qual a esteroidogénese nado se encontra habitualmente comprometida. Para
avaliacdo da fungdo testicular, um teste de estimulo agudo padronizado para
criangas é feito com o uhCG na dose de 100 Ul/Kg/dia, maximo de 2000 Ul/dose, via
intramuscular por cinco dias consecutivos. Nesse teste é feita a determinacao da

concentracado sérica de testosterona antes da aplicagdo das injecoes e 24 horas



ap6s a quinta dose do hCG. A concentracdo sérica de beta-hCG também é
determinada na segunda amostra para confirmagdao de que o estimulo tenha sido
adequado. Um incremento de testosterona superior a 30 ng/dl € sugestivo da
presenca de tecido testicular funcionante. Este teste agudo é util para o diagnéstico
da insuficiéncia testicular, no reconhecimento do anorquismo e na investigacdo da
falha da esteroidogénese presente em alguns dos disturbios de diferenciagcéao
sexual. O resultado do teste € de grande importancia para o diagnéstico e conduta

(12O teste do hCG, uma vez que avalia a funcéo das

terapéutica nesses pacientes
células de Leydig, € importante para detectar a presenga de testiculos intra-
abdominais em casos de criptorquidismo verdadeiro bilateral *'"). O teste também

ja foi utilizado no diagnéstico diferencial entre atraso puberal e hipogonadismo

hipogonadotréfico e para o diagndstico etiolégico da ginecomastia em meninos

(14,18,19)

O reconhecimento da insuficiéncia testicular ja na infancia, que pode ser
identificado através do teste do hCG, permite o planejamento terapéutico, com
tratamento correto do criptorquidismo, uso de testosterona no tratamento do
micropénis e indugdo puberal em idade adequada. O diagnostico precoce da
insuficiéncia testicular evita o atraso terapéutico, reduzindo complicacdes

metabolicas, perda de massa dssea e anormalidades psicossociais (2.

A interpretacdo do teste de estimulo com hCG, bem padronizada para a
apresentacao anteriormente disponivel, deve ser padronizada para o farmaco
recombinante atual (Ovidrel®) ?® permitindo a continuidade de sua aplicac&o clinica.
Ainda ndo estao disponiveis as concentracdes esperadas de esterdides e peptideos
gonadais apos estimulo com rhCG. Portanto, seria importante padronizar esse teste

de estimulo, observando a resposta do incremento de testosterona apés a aplicagao
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do rhCG em criangas pré-puberes sem qualquer sinal clinico ou laboratorial suspeito

de disturbio de diferenciacédo sexual (DDS) ou outra anormalidade genital.
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2. Objetivos

Identificar a resposta hormonal de testiculos pré-puberes ao estimulo com

gonadotrofina coribnica recombinante humana (rhCG).

Padronizar o teste de estimulo agudo da esteroidogénese testicular com rhCG

em meninos pré-puberes.
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3. Casuistica e Método

3.1 Consideracdes Eticas

Este estudo foi conduzido de acordo com principios éticos, seguindo as orien-
tacdes contidas na declaragao de Helsinki. Consentimentos, por escrito, foram obti-
dos de todos os pacientes ou de pais/tutores antes que os procedimentos de pes-
quisas fossem iniciados. O protocolo de estudo foi submetido e aprovado pelo comi-

té de ética da instituicdo (CEP: 65905).

3.2 Pacientes

Para a padronizacdo de valores de referéncia de um teste de estimulo seria
ideal uma amostra de criangas normais, mas tal amostra apresentaria restricbes
éticas relevantes. Optou-se por incluir no grupo de estudo criangas com
criptorquidismo isolado, pois estas geralmente apresentam alteracbes gonadais
tardias e relacionadas a espermatogénese, mantendo na infancia caracteristicas

semelhantes aos individuos normais no que se refere a esteroidogénese testicular.

As alteragdes testiculares observadas em pacientes com criptorquidismo isolado
sdo geralmente tardias e predominantemente tubulares, com preservacao da fungao
das células intersticiais de Leydig na maior parte dos pacientes. Os achados
histolégicos mais comuns no criptorquidismo séo: diminuigdo do numero de células

germinativas em diferentes estagios de maturagao, variagcédo no tamanho dos tubulos
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seminiferos com aumento da espessura da |lamina prépria e graus variados de

hialinose peritubular "3,

Nao sao evidenciadas alteragbes histologicas
significantes em células intersticiais de testiculos criptorquidicos **. Desta forma, o
estabelecimento de valores de referéncia baseados em pacientes com
criptorquidismo isolado e sem complicagdes pode ser considerado adequado e €&

uma forma ética de se evitar a realizacdo de testes de estimulo em criancas

normais.

Foram selecionados 31 meninos, com idade entre nove meses e nove anos,
pré-puberes, com diagnostico de criptorquidismo unilateral, bilateral ou testiculos
retrateis, acompanhados no ambulatério de Endocrinologia Pediatrica da Santa
Casa de Sao Paulo durante os anos de 2011 a 2013. Foram excluidos pacientes
com eixo hipotalamo-hipéfise-testiculo ativado, ou pacientes submetidos ao
tratamento com hCG ou testosterona nos ultimos 6 meses, além de criangas que
apresentavam qualquer outro sinal de anormalidade genital que pudesse sugerir um
quadro de DDS, com tamanho peniano normal em relagdo do DP para idade.
Fizemos a coleta do cari6tipo de 28 dos 31 meninos, cujo resultado foi 46,XY. O

peso das criangas variou de 7,4 Kg a 40,4 Kg

3.3 Método

Todos os pacientes receberam uma dose unica de rhCG por via subcutanea,
dose de 250 mcg (6500 Ul), aplicado pelo proprio investigador. As ampolas de
Ovidrel® foram doadas pelo laboratério Merk-Serono. A medicaco foi feita em dose

unica fixa independente do peso, visto que o reduzido volume de cada seringa (0,5
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ml) inviabiliza o fracionamento preciso e aplicagao de doses menores. A dose de 250
mcg (6500 Ul) é inferior as altas doses previamente apontadas como capazes de

provocar lesdo testicular "

. Todos foram orientados sobre os possiveis riscos
associados a aplicagcdo da medicacgao: alergia local (subcutanea) ao medicamento

com aparecimento de ardor, rubor e prurido.

Amostras sanguineas foram obtidas em dois momentos: a primeira amostra
coletada em condig¢ao basal, precedendo a aplicagdo do rhCG e a segunda amostra
obtida sete dias apds a aplicacao. A definicao do periodo de sete dias apos dose de
estimulo foi baseada em estudo piloto que comparou a elevagao da testosterona
apods estimulo nos dias trés, cinco, sete e dez em um subgrupo de pacientes onde
foi observado que o maior incremento de testosterona ocorreu apés sete dias (dados
nao mostrados). Esse resultado provavelmente esta relacionado a meia-vida
biolégica do medicamento (sete dias), associado ao fato de que em meninos pré-
puberes ndo ha estimulo gonadal endégeno e as gbnadas estdo quiescentes antes

do uso do rhCG 2,

No presente estudo, dois casos (individuos 7 e 17) ndo respeitaram a
recomendagao de coleta no 7° dia e fizeram a segunda coleta no 9° e 8° dia,
respectivamente. Apesar do desvio de protocolo, foram mantidos no estudo, pois as
determinacoes de beta hCG e de testosterona foram consideradas comparaveis as
observadas nos outros pacientes que cumpriram o protocolo recomendado de sete

dias de intervalo.
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3.3.1 Avaliacdo hormonal

Foram utilizados na avaliagdo da funcéao testicular: LH, FSH, testosterona (T)
total, A4, 17-hidroxiprogesterona (170OHP), AMH, inibina B e DHT. A concentragao de

hCG foi determinada apenas na segunda amostra.

Na pratica clinica, a confirmacdo de uso do rhCG pode ser obtida pela
quantificacdo sérica de beta-hCG apdés a medicagdo. O método utilizado em nosso
servico € uma quimioluminescéncia, com limite de detecg¢ao de 2,7 mU/ml. Em se
tratando de meninos pré-puberes, nao realizamos a quantificagdo basal de beta-
hCG. A média dos valores de beta-hCG apds estimulo foi de 15,7 mU/ml (DP: 10,2),

variando entre 4,5 — 48,3 mU/ml.

O método utilizado para dosagem de FSH, LH e testosterona foi
quimioluminescéncia, para 170HP e A4 foi radioimunoensaio, para inibina B e AMH
foi enzimaimunoensaio (ELISA) e para dosagem de DHT foi radioimunoensaio pos-
extragdo. O limite de deteccédo para AMH foi de 0,2 ng/ml e para inibina B de 4,8
pg/ml, com coeficiente de variagdo intra-ensaio de 7,3%, 5,2%, 5,5%, € 9,0% nas
concentragcbes de 0,4, 1,0, 3,6 e 11,3 ng/mL para AMH e 29% e 2,4% nas
concentragbes 292,1 e 412,9 pg/mL para inibina B. O coeficiente de variagao inter-
ensaio para AMH foi 7,8%, 4,6%, 6,4% e 5,9% nas concentragdes de 0,4, 0,9, 3,2 e
18,8 ng/mL. O kit utilizado para a dosagem de AMH e inibina B foi Genll (Beckman
Coulter Company, TX, USA) e as dosagens foram feitas no laboratério de Hormonios
e Genética Molecular LIM-42 da FMUSP. As dosagens de DHT foram realizadas

pelo laboratério Fleury — Sdo Paulo.
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3.3.2 Analise Estatistica

Os resultados descritivos das variaveis analisadas sado apresentados em
medianas e percentis, médias e desvios-padrao bem como representados em

graficos e tabelas.

A analise estatistica foi feita utilizando-se o software SigmaStat for Windows
versao 3.5 (SPSS Inc.). Para a comparagdo da mesma variavel antes e apos o
estimulo foi utilizado o Teste t-pareado ou o teste de Wilcoxon signed rank test,
quando a distribuicdo das amostras foi paramétrica ou ndo paramétrica,
respectivamente. O coeficiente de correlagdo de Pearson foi utilizado para a
comparagao entre duas variaveis. Um valor de P<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.



17

4. Resultados

Nao houve diferencga significativa da resposta hormonal entre os meninos com
criptorquidismo unilateral e bilateral, sendo os mesmos incluidos em um s6 grupo

(Anexo 1).

Nao detectamos efeitos colaterais relacionados a aplicacdo do rhCG, nem
mesmo efeitos locais possivelmente esperados como alergia, ardor, rubor , prurido.

Nao houve relato de descida testicular em nenhum dos pacientes.

O estimulo com 250 mcg de rhCG foi suficiente para estimular de forma
significante a producéao de testosterona (pré estimulo: média = 10,0 £ 0 ng/dl), sendo
0 pico secretério observado sete dias apdés o uso do rhCG (pds estimulo: média =
247,8 £+ 135,8 ng/dl; teste T pareado, P < 0,001). Os valores de resposta da

testosterona em percentis sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Resposta de testosterona apoés estimulo com rhCG em percentis (p), n=31

p5 p10 p25 p50 p75 p90 p95

Testosterona

(ng/dl) 62,9 106,2 131,5 200,0 317,2 436,6 520,8

Podemos ver na tabela 2 os valores basais e apds estimulo de FSH, LH, inibina

B e AMH em médias e desvios-padrao:
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Tabela 2. Média e desvio padrdo (DP) basal e sete dias apos rhCG (n=31)

Hormonios Basal : Média (DP) 7 dias : Média (DP)
Testosterona (ng/dl) 10 247,8 (135,8)
DHT (ng/d|) 4,6 (0,8) 32,3 (18)
T/DHT 2,3(0,4) 8 (3,5)
AMH (ng/ml) 109,4 (52,6) 152,9 (65,2)
Inibina B (pg/ml) 105,8 (65,3) 132,4 (56,1)
A4 (ng/ml) 0,2 (0,4) 0,3(0,2)
170HP (ng/ml) 0,4 (0,3) 0,7 (0,4)
FSH (um/ml) 0,6 (0,4) 0,2 (0,1)
LH (um/ml) 0,1(0,1) 0,1(0,2)
hCG (um/ml) - 15,8 (10,2)

Os resultados individuais da testosterona sdao mostrados na Figura 3:

B

Aot —

p 10 =106,2 ng/ml

Testosterona (ngidl

(=]

Testosterona basal  Testosterona apos rhCG

Figura 3. Valores de testosterona (ng/dl) determinados no tempo basal e sete dias apds a

aplicagao de rhCG (250 mcg, por via subcutanea, dose unica).
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Observamos que os pacientes 20, 26 e 29, com idade entre cinco e sete anos e
cariétipo 46,XY, apresentaram resposta de testosterona abaixo do valor de 106 ng/dl
(valor correspondente ao percentil 10). Em todos eles o teste foi repetido e os
valores de testosterona persistiram abaixo desse valor de corte. Dois deles
apresentavam criptorquidismo bilateral com testiculos palpaveis em posi¢cao pre-
escrotal inguinal e um deles apresentava testiculo esquerdo pré-escrotal inguinal e
direito retratil. Esse ultimo (paciente 20) ainda nao foi submetido a corregao cirurgica
e os valores de testosterona apds estimulo foram 42 ng/dl e 99 ng/dl. O paciente 26
perdeu acompanhamento na Santa Casa. Os picos de testosterona desse paciente
foram de 61 ng/dl e 42 ng/dl no primeiro e segundo testes respectivamente. O
paciente 29, aos cinco anos de idade, cujo pico de testosterona foi 39 ng/dl no
primeiro teste e 51 ng/dl no segundo, foi submetido a orquidopexia esquerda, sendo
descrito aspecto aparentemente normal do testiculo. Neste paciente a opgao
cirurgica foi pela ndo realizagdo de bidpsia, sendo que o mesmo se encontra em
fase de planejamento da orquidopexia do testiculo contralateral. Os valores
hormonais de resposta de testosterona, AMH, inibina B desses pacientes estao

colocados na tabela 3.

Tabela 3. Valores hormonais antes e apés aplicagao do rhCG dos pacientes com resposta

de testosterona abaixo do percentil 10.

Paciente Testosterona beta-hCG AMH Inibina B Peso
(ng/dI) (u/m (ng/ml) (pg/ml) (Kg)
1%teste 2°teste 1%teste 2°teste Pré Pbs Pré Pds
20 42 99 9,6 9,2 63,6 101,5 52,3 55,8 19
26 61 42 6,4 2,8 84,2 100,8 48,9 64,60 40,4

29 39 51 4,9 4,5 61,6 110,8 29,2 49,6 19
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Os valores de SHBG (proteina carreadora dos androgénios) dos pacientes 20 e
26 foram dosados: 163 nmol/l e 11,4 nmol/l respectivamente (método:
Quimioluminescéncia), sendo que os valores de referéncia para meninos pré-
puberes sédo de 28,4 a 149,9 nmol/l para esse método. Uma vez que a testosterona
total mede o valor da testosterona livre somada a testosterona ligada a SHBG,
podemos inferir que o paciente 26 pode apresentar valores normais de testosterona

livre.

Em relagdo aos valores de DHT observou-se média dos valores basais de 4,6 +
0,8 ng/dl e apds estimulo de 32,3 + 18,0 ng/dl. O aumento da testosterona foi
acompanhado de aumento da DHT. A razdo T/DHT variou de forma significante (P <
0,001) entre o tempo basal e apds estimulo com rhCG (Figura 4). A média dos
valores da razao entre testosterona e DHT foi de 2,2 + 0,4 no basal e apds estimulo

de 8,0 + 3,5. Atabela 4 mostra os valores da razao T/DHT em percentis.

P90=12,5

Testosterana (TWDHT

T/IDHT basal TIDHT apds mCG

Figura 4. Valores da razao T/DHT nos tempos basal e sete dias apds a aplicagdo de rhCG

(250 mcg, por via subcutanea, dose unica).
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Tabela 4. Valores de testosterona (T) em ng/dl, DHT em ng/dl e relagdo T/DHT 7 dias apds

aplicagao de rhCG em percentis (n=31)

p10 p25 p50 p75 p90
T Pés 106,2 131,5 200 317,3 436,6

DHT pds 13,6 19,5 31 41,5 59
razdo T/DHT pds 3,5 5,6 6,3 10 12,5

Os pacientes 21 e 30 mostraram os maiores valores de testosterona: 547 ng/dl
e 525 ng/dl, todos acima do percentil 90 de referéncia para essa amostra. A relagao
T/DHT desses pacientes foi de 2,5 e 3,3 no basal e de 9,9 e 10,5 apds estimulo,
respectivamente. Conseguimos obter o valor de SHBG do paciente 21 = 134,7

nmol/l, dentro do valor de referéncia para meninos pré-puberes.

Como esperado, os precursores da esteroidogénese (170HP e A4) apds o
estimulo com rhCG nao apresentaram variagdes significantes, permanecendo os

valores dentro dos limites da normalidade.

O rhCG foi capaz de produzir um aumento significante de AMH e inibina B
(P<0,001 e P=0,02, respectivamente) como mostrado na Figura 5 e Figura 6. As
médias e desvios-padrao em resposta ao estimulo com rhCG observadas no grupo
estudado foram: inibina B: 132,4 £ 56,1 pg/ml e AMH: 152,9 *+ 65,2 ng/ml. A tabela 5
mostra os valores basais de AMH e inibina B em percentis e a tabela 6 mostra os

valores de resposta desses hormonios ao rhCG em percentis.
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Figura 5. Valores de hormdnio anti-mulleriano (AMH) (ng/ml) determinado no tempo basal e

7 dias apos aplicagao do rhCG.

380

220 —

Inibina B (pafml)

p 10 = 63,7 pg/ml

Inibina B basal Inibina B apds hCG

Figura 6. Valores de inibina B (pg/ml) determinados no tempo basal e sete dias apds a

aplicagéo de rhCG (250 mcg, por via SC, dose Unica)



Tabela 5: Valores basais de AMH e inibina B (n=28)
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Hormonios p10 p25 p50 p75 p90
AMH (ng/ml) 53,5 69 97,1 142,6 173,3
Inibina B (pg/ml) 41,7 55,5 96,3 126,4 179,7
Tabela 6: Valores de AMH e inibina B apds estimulo com rhCG (250mcg)
Hormonios p10 p25 p50 p75 p90
AMH (ng/ml) 76 97,0 151,4 202,7 239,1
213

Inibina B (pg/ml) 63,7 85,9 129,7 167,0
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A analise de correlacao entre duas variaveis foi avaliada com a determinagao
do coeficiente de correlagdo de Pearson. Observou-se correlagcédo positiva entre os

valores de AMH basal e inibina B basal (r=0,742 e P<0,001), como mostrado na Fi-

gura’.

300 —

£00 —

AMH basal

(=3

-t T T T T T T T
150 200 280 300 150 0

[~
i
[

(=]
[

Inibina B basal

Figura 7. Correlagdo entre inibina B (pg/ml) e AMH (ng/ml) em condigbes basais antes da

aplicacao de rhCG.
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Correlagao positiva também foi observada entre o AMH basal e o pico de res-

posta de testosterona apos estimulo com rhCG (r=0,55 e P=0,001) (Figura 8).

z

AMH basal

Figura 8. Correlagao

=]
=)

T T I | T
i 13 =] R{=1] L Les]

=
8
g

Testosterona apos rhCG

entre AMH (ng/ml) basal e testosterona (ng/dl) observada apds

estimulo com rhCG (250 mcg, por via SC, dose Unica).

Observou-se ainda correlagao positiva entre inibina B basal e testosterona

apo6s estimulo com rhCG (r = 0,64 e P < 0,001) (Figura 9), bem como do pico de

resposta da inibina B e a testosterona apds estimulo com rhCG (r = 0,64 e P <

0,001) (Figura 10).
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Figura 9. Correlacéo entre inibina B basal e testosterona apés rhCG.
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Figura 10. Relagao entre os valores de inibina B (pg/ml) e testosterona (ng/dl) apos rhCG.
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Detectou-se correlagao positiva entre os picos de AMH e de inibina B apos

estimulo com rhCG (r = 0,6 e P <0,01) (Figura 11).

30 4

AMH apds rhCG

& =
©

%

C

2
[

B

Inibina B apds MCG

Figura 11. Correlagéo entre AMH (ng/ml) e inibina B (pg/ml) apos rhCG.
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Nao se observou correlagao entre a resposta de AMH e de testosterona apos

estimulo com rhCG (r = 0,287 e P = 0,138) (Figura 12).

40

300 =

R0 =

AMH apos rhCG

Testosterona apds rhCG

Figura 12. Auséncia de correlagéao entre AMH (ng/ml) e testosterona (ng/dl) apés rhCG.

Na figura 13 podemos ver a relacdo dos hormdnios avaliados com a resposta

de testosterona ao rhCG.
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5. Discussao

Esse trabalho é o primeiro estudo utilizando o rhCG como teste de estimulo
agudo da esteroidogénese testicular em meninos pré-puberes. O teste de estimulo
agudo com hCG é util em diversas situagdes na pratica clinica, dentre as quais a
avaliagao do paciente com criptorquidismo, no qual o teste serve para identificar o
grau de deficiéncia androgénica, ou na confirmacgao da auséncia de testiculos como
nos casos de anorquismo congénito (112) " Além disso, uma resposta anormal de
incremento de testosterona em meninos pré-puberes com criptorquidismo aponta a
necessidade de investigagao de outras doencgas associadas a insuficiéncia testicular,

que podem fazer parte de um quadro especifico de DDS.

O diagndstico da insuficiéncia testicular e a determinagdo de sua causa sao
importantes para o seguimento e tratamento adequados, para a correta indicagéo de
indugcdo puberal e reposi¢gao hormonal para os adolescentes com faléncia gonadal,
bem como o planejamento de abordagem clinica e terapéutica das criangas com

DDS (12,

A avaliacdo da funcdo testicular em criancas pré-puberes depende de um
estimulo externo, ja que o eixo gonadotréfico encontra-se inativo nessa fase V.
Esse estimulo tem sido feito, até os dias atuais, com hCG extraido da urina de
mulheres gravidas. Essa medicagdo ndo estda mais disponivel em varios paises.
Desta forma, consideramos necessaria a padronizacdo de um teste de estimulo
agudo da esteroidogénese gonadal utilizando o produto disponivel no mercado
nacional: Ovidrel®. Os resultados do nosso estudo permitem afirmar que a dose

Unica de 250 mcg de hCG recombinante (Ovidrel®) é capaz de estimular a
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esteroidogénese testicular de forma significativa mesmo em criangas pré-puberes, e

por isso, pode ser padronizado para substituir o teste agudo feito com uhCG.

A Unica gonadotrofina coribnica humana recombinante aprovada pelas
agéncias brasileiras de vigilancia é o Ovidrel®, distribuido pelo laboratério Merk
Serono do Brasil S.A. E apresentada em seringa pronta para uso preenchida com
0,5 ml contendo 250 mcg, equivalente a 6500 Ul de hCG %, Este volume reduzido
dificulta o fracionamento de doses e exige que a aplicacao seja feita em dose unica,

ja que a seringa é comercializada de forma pré-montada. (Figura 14)

Figura 14. Seringa pré-montada do rhCG (Ovidrel ®) (Fonte: PRODUCT MONOGRAPH) (9.

Essa medicacdo € produzida por técnica de DNA recombinante. A
coriogonadotrofina alfa € uma glicoproteina soluvel em agua que consiste em duas
subunidades ligadas de forma nao covalente: a e B, formadas por 92 e 145

aminoacidos respectivamente. A estrutura primaria da cadeia a do rhCG é
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comparavel ao uhCG e a cadeia B dos dois produtos € bastante similar. As
atividades bioldgica, imunoldgica e fisico-quimica do rhCG sao compraveis ao hCG
placentario e ao UhCG. A coriogonadotrofina alfa (componente ativo do Ovidrel®)
estimula a maturagao folicular, a meiose dos odcitos e inicia a ruptura dos foliculos
pré-ovarianos uma vez que se liga ao receptor das células de LH/hCG das células

da granulosa e da teca dos ovarios “°.

Atualmente o Ovidrel ® é indicado para indugao da ovulagao e da gestagcao em
pacientes submetidas a tratamento de infertilidade cuja causa n&o seja faléncia
ovariana primaria. As contraindicagbes do uso da gonadotrofina alfa em mulheres
sao: hipersensibilidade ao hormdnio ou algum dos componentes da seringa, faléncia
ovariana primaria, disfungao tireoidiana ou adrenal ndo controladas, tumores de
hipotalamo ou hipéfise, sangramento uterino anormal ou de origem indeterminada,
cisto ovariano de etiologia ndo conhecida, cancer de ovario, utero ou mama,
gravidez. Os principais efeitos colaterais relatados s&o dor no local da aplicagao
(8,1%), dor adbominal (3%), sindrome de hiper-estimulagdo ovariana (3%) e cisto

ovariano (3%) 2.

Na literatura podemos encontrar estudos que comparam a eficacia do hCG
urinario versus recombinante na avaliagdo da maturacgao folicular, taxa de ovulagao
e ocorréncia de gravidez em programas de fertilizagdo in vitro (FIV). Nao foi
observada diferenga significante quando comparadas as duas medicacbes em

estudo realizado com 200 mulheres submetidas a ciclos de FIV ().

Sabe-se que essa dose é segura porque na literatura ndo ha relatos de lesao
testicular com a dose administrada ?". A dose de 6500 U, que esta presente na

ampola do Ovidrel®, muitas vezes é menor que a dose total utilizada no teste agudo
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padronizado atualmente feito com hCG urinario, que é feito na dose de 100

Ul/Kg/dia durante 5 dias ('?.

Nosso estudo mostrou que as elevagdes dos precursores da esteroidogénese
foram minimas apds aplicagao do rhCG e isso esta de acordo com o esperado para
pacientes sem sinais clinicos de ambiguidade genital ao exame fisico. Essa
populagdo, portanto, ndo apresentava qualquer indicio clinico ou laboratorial de

insuficiéncia testicular.

Outros estudos também mostraram que nao ha diferenga significativa de
valores hormonais entre criangas com criptorquidismo isolado e sem criptorquidismo.
O estudo publicado por Matuszczak em 2012, que analisou o AMH basal em 40
meninos com idade entre um a quatro anos sem criptorquidismo comparados a
meninos com criptorquidismo unilateral isolado submetidos a orquidopexia, observou
valores médios de 95,6 ng/ml e 74,8 ng/ml, respectivamente; diferenca esta
significante entre os grupos (5). A média dos valores de AMH basal dos pacientes do
nosso estudo (Tabela 5), com idade entre nove meses e nove anos e com
criptorquidismo isolado foi similar ao do grupo sem criptorquidismo desse estudo de

referéncia.

Outro estudo publicado em 2011 que avaliou as concentracées de AMH em
meninos de diversas faixas etarias mostrou que para um grupo de 95 meninos com
idade entre 2 a 8,7 anos e volume testicular de 1 a 3 ml, os valores de média,
mediana, p3 e p97 de AMH foram, em ng/ml: 109,5; 95,8; 33 e 256 respectivamente.

Esses resultados sdo equivalentes aos encontrados no nosso estudo (Tabela 5) 4.

Os valores de referéncia para inibina B em meninos pré-puberes foram

estabelecidos em estudo anterior realizado com 156 criangas pré-puberes (Tanner 1
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e com volume testicular entre um e trés ml), juntamente com os valores de

testosterona, LH, FSH e estradiol (Tabela 7) .

Tabela 7. Valores de referéncia basais observados em criangas pré-puberes (n=156), com

idade variando entre 6,7 — 12,4 anos. Sdo mostrados os resultados de média (p5 - p95).

DADOS RESULTADOS
Idade (n:156) 9,7 (6,7-12,4)
Volume testicular (ml) 1,0 (1,0-3,0)
Inibina B (pg/ml) 78 (35-182)
FSH (U/l) 0,8 (0,3-2,6)
LH (U/) 0,1(<0,1-1,0)
Testosterona (ng/dl) 5,8-25,9

Fonte: Andersson AM ®

Os valores encontrados em nosso estudo sdo comparaveis aos valores de
referéncia mostrados na tabela 7, indicando que o grupo de pacientes com
criptorquidismo isolado pode ser usado como referéncia de normalidade em relagao

as dosagens hormonais.

Nao foi observada diferenga significativa entre o grupo de criptorquidismo
unilateral ou bilateral no presente estudo (dados ndo apresentados). Esse resultado
esta de acordo com os resultados obtidos por Christiansen et al. (2002) que
compararam as concentracdes de inibina B, FSH, LH e testosterona em meninos
pré-puberes criptorquidicos e controles (sem criptorquidismo) e demonstraram que
nao houve diferenga significativa entre meninos com criptorquidismo unilateral e

(26)

bilateral Outro estudo publicado em 2010 avaliou medidas basais de

testosterona, AMH, inibina B, FSH, LH em pacientes com atraso constitucional do
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crescimento, hipogonadismo hipogonadotréfico isolado e associado a outras
deficiéncias hormonais, também mostrou que pacientes com criptorquidismo uni ou

bilateral apresentaram valores hormonais semelhantes “7).

Os niveis circulantes de inibina B aumentam logo apds o nascimento, depois
decrescem e permanecem baixos até a puberdade, quando aumentam novamente
por estimulo produzido pelos altos niveis de FSH combinado as alteragbes
hormonais decorrentes do inicio da espermatogénese ??®. Os niveis de AMH
também apresentam pico apds o nascimento e depois diminuem progressivamente
durante a infancia e atingem niveis mais baixos durante a puberdade, como
resultado de um efeito de downregulation provocado pelos altos niveis de
testosterona #"?°. A coexisténcia de altos niveis de androgenos e AMH durante a
vida fetal e nos primeiros meses depois do nascimento pode ser explicada pela
relativa insensibilidade androgénica, determinada pela menor expressao dos

receptores androgénicos nas células de Sertoli durante este periodo da vida ©39.

Avaliamos a resposta de AMH e inibina B ao hCG recombinante. Os resultados
permitiram identificar um estimulo satisfatério do rhCG para a producéo de inibina B
e AMH. Entretanto, resultado semelhante ja foi demonstrado na literatura através da
avaliacdo de 18 meninos com criptorquidismo (unilateral e bilateral), que receberam
uhCG IM por trés semanas, e apresentaram aumento da concentracdo de inibina B
(116 pg/ml no basal versus 147 pg/ml ao final do teste, P < 0,05). O incremento de
inibina B apds ciclo de uhCG por trés semanas foi visto somente em individuos pré-
puberes jovens ®®. Na nossa casuistica, a mediana dos valores de inibina B se
elevou de forma similar (96,3 pg/ml no basal versus 129,7 pg/ml sete dias apés o

rhCG).
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Sugere-se que o incremento de inibina B ap6s rhCG pode ser justificado pela
agao do hCG em sobre os receptores de FSH; o hCG em altas concentragdes
podem ocupar os receptores de FSH das células tubulares e estimular a sintese de
inibina B. Em testiculos pré-puberes as préprias células de Sertoli produzem  as
duas subunidades da inibina B (subunidades alfa e beta B) ?®*"32) J3 nos testiculos
puberes e adultos, a subunidade alfa persiste sendo produzida nas células de
Sertoli, enquanto a subunidade beta B passa a ser produzida pelas células
germinativas, caracterizando um produto de origem combinada de duas células

31,32

Sertoli e dos espermatdcitos 31:32) Portanto o incremento de inibina B apos ciclo de

uhCG por trés semanas, foi visto somente em individuos pré-puberes jovens ).

Por outro lado, ndo é possivel afastar que este efeito sobre a produgédo de
inibina B seja causado diretamente pela elevagdo aguda da testosterona,
estimulando as células de Sertoli. Esta hipétese é reforgcada pela observagao de
correlacido positiva entre o aumento de testosterona e o aumento da inibina B apés

estimulo com rhCG, como apresentado na Figura 10 de nossos resultados.

Em relacdo ao AMH, identificamos correlacédo direta entre AMH basal e
testosterona apés rhCG (P < 0,001). Embora tenha havido elevagdo tanto de
testosterona quanto de AMH apds estimulo com rhCG, n&do houve correlacdo entre
estas variaveis. Este achado pode ser devido ao tamanho da amostra, visto que o
poder do teste foi menor que o desejado (0,315). Este nosso resultado difere do
estudo publicado por Ahmed em 2010, no qual se avaliou a concordancia entre AMH
sérico e resposta de testosterona apds estimulo com uhCG por trés semanas %2,
Esse estudo mostrou nao ter havido modificagdes nos valores de AMH apds a
medicacdo em 16 criangas submetidas a avaliagdo da funcdo gonadal. Portanto,

nossos achados sdo contrarios aos previamente apresentados, que sugeriram haver
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um efeito de downregulation da testosterona sobre o AMH e queda de producgao de

AMH provocado pela elevagao da testosterona ©?.

Em nosso estudo, houve significante correlagdo positiva entre os valores de
AMH e inibina B apds estimulo, sugerindo que nesta faixa pré-pubere, sob estimulo
agudo, as células de Sertoli mantém capacidade secretéria proporcional para ambos
horménios. Portanto, nesta fase de desenvolvimento parece nao ter havido ainda a

redugao da producédo de AMH esperada para idades maiores.

Com os achados apresentados, podemos propor uma linha de raciocinio para
compreender a resposta variavel de AMH e inibina B apds estimulo com rhCG:
durante a vida fetal ha uma produgao aumentada concomitante de AMH, inibina B e
testosterona, enquanto a partir da puberdade ocorre a diminuicdo do AMH
concomitante a elevagao de testosterona e inibina B, refletindo a maturacdo das
células de Sertoli. A fase pré-puberal € um periodo intermediario de maturagao, no
qual observamos apés estimulo com rhCG elevagao de testosterona, AMH e inibina
B, mostrando ainda a imaturidade da célula de Sertoli '"- Além disso, neste estudo
foi realizado um estimulo agudo com rhCG em dose Unica, que aparentemente foi
capaz de identificar este padrdo imaturo das células de Sertoli. Na puberdade,
ocorre um estimulo progressivo e prolongado das gonadotrofinas sobre as células
testiculares, determinando maior producdo de inibina B e testosterona. Esse
estimulo mantido de gonadotrofinas combinado ao estimulo da testosterona poderia
estar relacionado a redugao das concentracbes de AMH caracteristicas desta fase

puberal "2 (Figura 15) ©°
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Figura 15. Medidas de AMH e T (testosterona) de acordo com a idade e sua relagdo com a

expressao do receptor androgénico (AR) (Fonte: Grinspon et al. ©%).

Nosso estudo também permitiu identificar uma relagdo positiva entre o valor
sérico de AMH basal e o valor de testosterona apés estimulo com rhCG, o que esta
de acordo com o recente estudo de Ahmed utilizando o hCG urinario 2. Esse
estudo publicado em 2010 avaliou o valor sérico de AMH basal e a resposta de
testosterona apos uso de uhCG. Nesse estudo os percentis 5, 50 e 95 de AMH para
meninos saudaveis (sem alteragbes genitais ou cromossémicas) entre um e oito
anos (n = 63) foram 25,2 ng/ml, 80,0 ng/ml e 179,9 ng/ml. Além disso, esse estudo
sugere que meninos em investigagao para disturbios de fungdo gonadal com AMH
sérico menor que 25,2 ng/ml apresentam uma resposta inadequada de testosterona
apos estimulo com uhCG por trés semanas. O percentil 5 para a idade foi utilizado

como ponto de corte adequado para indicar normalidade da funcéo testicular .

No nosso estudo podemos ver que, apesar da relagéo positiva e significante

entre AMH basal e testosterona apés estimulo com rhCG, todos os pacientes com
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valores baixos de AMH basal (abaixo do p10 = 53,5 ng/ml) apresentaram resposta
de testosterona acima do ponte de corte do p10 (3 pacientes). Da mesma forma, os
trés pacientes do nosso estudo com resposta de testosterona abaixo do esperado
apresentaram valores normais de AMH basal para essa amostra (Anexo 1). Isso
sugere que o valor de AMH basal nédo é adequado para predizer a resposta de
testosterona apdés o estimulo com a dose unica de rhCG, por ser muito pouco
especifico e ndo apresentar sensibilidade de 100% para esse fim. Como uma dose
unica de rhCG, aplicada de forma subcuténea, rapida e sem efeitos colaterais
importantes € capaz de estimular a produ¢ao hormonal das células de Leydig e
também das células de Sertoli, pode-se concluir que € um método efetivo de avaliar

a funcgao testicular em meninos pré-puberes.

Estudos futuros incluindo pacientes com DDS e a comparagao da resposta
esteroidogénica desses pacientes com criangas com criptorquidismo isolado sera util
para o estabelecimento de valores de corte com maior sensibilidade e
especificidade. A determinacdao de valores de referéncia de normalidade de
testosterona, AMH e inibina B apds a aplicacao de uma dose unica do rhCG é capaz
de avaliar a fungdo testicular como um todo e os valores de resposta hormonal
correspondentes ao percentil 10 para essa amostra podem ser usados como pontos
de corte para determinar valores de referéncia que possam predizer uma produgao
hormonal adequada. Desse modo o teste pode ser util para a avaliagédo do grau de
insuficiéncia testicular em criangas com DDS, no esclarecimento da etiologia desses

casos e na indicagao da terapia hormonal.
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6. Conclusdes

Podemos concluir que o teste com rhCG (Ovidrel®) em dose Unica subcutanea
de 250mcg é capaz de estimular a esteroidogénese testicular avaliada 7 dias apods
estimulo. A resposta hormonal apés rhCG pode ser utilizada na avaliagdo da fungéo

testicular de criangas pré-puberes.

O perfil de resposta hormonal em criangas com criptorquidismo isolado €

similar em meninos com criptorquidismo unilateral e bilateral.

Valores de testosterona = 106,2 ng/dl e de DHT = 13,3 ng/dl apds estimulo com

rhCG dose unica foram considerados normais na presente amostra (= p10).

O teste em dose unica subcutanea com rhCG foi também capaz de estimular a
producao de AMH e inibina B. Consideramos como resposta normal os valores

acima do percentil 10 para inibina B: 63,6 pg/ml e AMH: 75,9 ng/ml.

Nossos achados indicam que o rhCG pode ser considerado um potencial
substituto do teste com hCG de extragcdo urinaria previamente padronizado, com

potencial aplicabilidade na avaliagdo de casos suspeitos de disturbios gonadais.
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Anexo 2: Dados clinicos e caridtipo de cada paciente incluido no estudo

Idade

Cédigo (anos) Peso (Kg) Genitdlia externa P (cm) DPde P /idade Cariétipo
1 2,75 12 retratil D 3,5 -1 46,XY
2 9 11,6 retratil D normal 0 46,XY
3 9 22 retratil E 5,5 -0,5 46,XY
4 1 9 cripto D NA NA 46,XY
5 0,91 10,1 criptoD normal 46,XY
6 1,08 1 cripto D normal 46,XY
7 5 19,1 cripto D 5 -0,5 46,XY
8 2,5 12 cripto D normal 0 46,XY
9 3,08 23 cripto D 4,3 -0,5 46,XY
10 1 12,8 cripto D normal 0 46,XY
11 0,83 8,4 cripto D normal NA
12 4,83 17 cripto D 6 46,XY
13 4 14 cripto D normal 46,XY
14 1,66 9,8 cripto D 3,3 -1 NA
15 5 17,9 cripto E 4 -1 NA
16 2,33 12 cripto E normal 0 46,XY
17 1,08 10,5 cripto E 3,8 0 46,XY
18 3 14,5 cripto E normal 0 46,XY
19 1,08 10,2 cripto E normal 0 46,XY
20 7 19 cripto E normal 0 46,XY
21 1,08 9,9 criptoE NA NA 46,XY
22 2,83 13 cripto E normal 0 46,XY
23 6,41 28 cripto E normal 46,XY
24 1 9,6 cripto E 4,2 0,5 46,XY
25 9 25,7 cripto bilateral NA NA 46,XY
26 7,25 40,4 cripto bilateral 6 0 46,XY
27 0,83 9,5 cripto bilateral 4 1 46,XY
28 1 11,3 cripto bilateral normal 0 46,XY
29 5 19 cripto bilateral normal 0 46,XY
30 0,75 10,4 cripto bilateral normal 0 46,XY
31 0,75 7,4 cripto bilateral NA NA 46,XY

Legenda Anexo 2

NA: ndo avaliado

P: comprimento do pénis
DP: desvio-padrao
cripto: criptorquidismo
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Anexo 3: Termo de aprovacdo do comité de ética da Irmandade da Santa Casa
de Misericordia de Sao Paulo

Plataforma Brasil - Ministério da Saude

Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Avaliagdo da resposta hormonal de testiculos criptorquidicos ao hCG (gonadotrofina
humana) recombinante.
Area Temitica:
Pesquisador: LETICIA RIBEIRO DE OLIVEIRA Versdo: 2
Institui¢do: IRMANDADE SANTA CASA DE
MISERICORDIA DE SAO PAULO CAAE: 05277912.3.0000.5479

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 65905
Data da Relatoria: 03/08/2012

Apresentacao do Projeto:

O criptorquismo isolado é a anomalia genital congénita mais comum em meninos, podendo atingir 3%
das criangas e 0,5% dos adultos e de forma genérica é definido como auséncia do testiculo no escroto por
falha da migragdo normal a partir de sua posi¢do intra-abdominal. Quando associado a outras
anormalidades genitais, como hipospadia ou micropénis, deve-se considerar tal situagdo clinica como
um disturbio de diferenciagdo sexual. As manifestagdes clinicas dos pacientes com produgdo ou agdo
deficientes da testosterona dependem de idade no qual o hipoganadismo tenha comegado, por exemplo,
na puberdade causa desenvolvimento incompleto das caracteristicas sexuais secundarias e proporgdes
esqueléticas eunucdides. O reconhecimento da insuficiéncia testicular ja na infancia, que pode ser
conseguido através do teste de estimulo do hCG, permite um planejamento terapéutico adequado, com
tratamento correto do criptorquidismo, uso de testosterona no tratamento do micropénis e indugao
puberal emidade adequada. O diagndstico precoce da insuficiéncia testicular evita o atraso terapéutico,
reduzindo complicagdes metabdlicas, perda de massa éssea e anormalidades psico-sociais. O hCG
disponivel no Brasil era de origem extrativa da urina de mulheres gravidas. Desde 2011, o hCG extrativo
ndo é mais disponivel, sendo proposto sua substitui¢cdo pelo hCG recombinante sintetizado por
engenharia genética. Metodologia Proposta: O estudo incluira 20 meninos, com idade entre 6 meses e 10
anos, pré-puberes, com diagndstico de criptorquismo unilateral ou bilateral ou com quadro clinico
sugestivo de disturbio de diferenciagdo sexual (DDS), os quais serdo avaliados quanto a capacidade
esteroidogénica gonadal. Serdo excluidos pacientes com eixo hipotalamo-hipoéfise-testiculo ativado, ou
aqueles que tenham feito tratamento com hCG ou testosterona nos ultimos 6 meses. Todos os pacientes
serdo submetidos ao teste de estimulo testicular com hCG recombinante (OVIDREL 250, Merck-Serono), em
dose Unica de 250 microgramas por via subcutanea, aplicado pelo préprio investigador no Ambulatério
de Endocrinologia Pediatrica da Irmandade da Santa Casa de Misericdrdia de Sdo Paulo. Amostras
sanguineas serdo obtidas em 2 momentos: a primeira amostra sera colhida em condi¢do basal,
precedendo a aplicagdo do Ovidrel e a segunda amostra obtida 7 dias apds a aplicagdo. Os seguintes
hormonios sdo usados rotineiramente em nosso Ambulatério para avaliacdao da fungdo testicular e serdao
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quantificados em cada amostra: LH, FSH, testosterona total, androstenediona, 170H progesterona. O hCG
sera quantificado apenas na segunda amostra. Serdo armazenados 2ml de soro de ambas as amostras
para as repeti¢cdes que se fizerem necessarias, ou para dosagem de DHT quando houver suspeita
laboratorial de deficiéncia de 5-alfa-redutase. Critério de Inclusdo: Meninos pré-puberes, com eixo
hipotalamo-hipofisério-gonadal ndo ativado e diagndstico clinico de criptorquismo ou disturbio de
diferenciacdo sexual (DDS). Critério de Exclusdo: Serdo excluidos pacientes com eixo hipotalamo-hipdfise-
testiculo ativado, ou aqueles que tenham feito tratamento com hCG ou testosterona nos ultimos 6 meses.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a concentragdo dos esterdides induzida pelo hCG (gonadotrofina coridnica humana
recombinante) em testiculos com risco potencial de faléncia presente em casos de criptorquismo.
Padronizar a interpretagdo do teste do estimulo com hCG recombinante a fim de ser utilizado
adequadamente, uma vez que ainda ndo existe definicdo das concentragdes esperadas dos esteroides

apos estimulo com este produto. Estabelecer um diagndstico precoce da insuficiéncia testicular a fim de
evitar o atraso terapéutico e comisso reduzir a morbidade.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Alergia local ao medicamento, com ardor, rubor e prurido.
Beneficios: Diagndstico da fungdo gonadal, permitindo orientagao terapéutica.

Comentarios e ConsideragGes Sobre a Pesquisa:

Encaminhado ao pesquisador principal e-mail solicitando a complementagdo da documentagao, ou seja,
parecer da Diretoria Clinica.

Consideragées sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Adequados:

Folha de rosto; projeto na integra; aprovag¢do da Comissao Cientifica da Pediatria; Cronograma;
Orgamento financeiro (préprio da pesquisadora e as ampolas de hCG recombinante serdo fornecidas sem
custo ao pesquisador ou a institui¢cdo, pelo laboratério Merk-Serono); TCLE e Termo de Assentimento.
Falta: autorizagdo da diretoria clinica.

Recomendagdes:

Complementagdo da documentagdo solicitada.

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovacdo do projeto apds avaliagdo da resposta do pesquisador principal.

Situagdo do Parecer:

Aprovado



Necessita Apreciagdo da CONEP:

Ndo

Considerag6es Finais a critéiro do CEP:

Aprovado

SAO PAULO, 02 de Agosto de 2012

Assinado por:

Nelson Keiske Ono
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Anexo 4: TCLE (termo de consentimento livre e esclarecido)

Termo de Consentimento

Eu, ,
responsavel pelo menor , fui
informado (a) do protocolo: “teste do HCG recombinante para avaliagdo da funcao testicular
em pacientes com criptorquidia”.

Neste estudo, meu filho sera submetido a um teste com aplicagdo do medicamento
hCG recombinante (OVIDREL ©, Merck-Serono), em dose Unica de 250 microgramas por via
subcutanea, que sera feito da seguinte forma: o medicamento sera aplicado pela manha e,
na sequéncia, no mesmo dia, sera obtida uma amostra de 3 ml de sangue para dosagem de
testosterona total, 17-hidroxiprogesterona, androstenediona, FSH (hormdnio foliculo
estimulante), LH (horménio luteinizante). Apds sete dias sera feito nova coleta desses
mesmos exames para avaliagcado da eficacia do teste. Sera armazenado 2 ml de soro de
ambas as amostras para posterior dosagem de dihidrotestosterona (DHT).

Fui informada do objetivo do protocolo pela Dra Leticia Ribeiro de Oliveira, sob
orientagdo do Dr. Carlos Alberto Longui, que me orientou que o resultado do exame sera
confidencial e que posso retirar meu filho desse protocolo a qualguer momento, sem que
haja prejuizo de seu acompanhamento nessa instituicdo. Além disso, estou ciente de que a
medicacgao utilizada nesse protocolo ndo acarreta efeitos colaterais significantes. .

Portanto, apds os esclarecimentos, autorizo a participagdo de meu filho neste
protocolo.

Sao Paulo, ............ e o de oo,

Dra Leticia Ribeiro de Oliveira
CRM: 146539 SP

Telefone (11) 3222 0628, no departamento de Ciéncias Fisiologicas
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Resumo

Introducdo: A avaliagdo testicular na fase pré-puberal depende de estimulos
externos e é habitualmente realizada através do teste utilizando gonadotrofina
coribnica humana (hCG) extraido da urina de mulheres gravidas (uhCG). Atualmente
esse medicamento nao esta disponivel em muitos paises; por isso a necessidade da
padronizagdao do teste de avaliagdo da funcdo testicular utilizando o hCG
recombinante (rhCG: Ovidrel ®).

Objetivos: Identificar a resposta hormonal de testiculos criptorquidicos ao estimulo
com rhCG.

Paciente/método: foram avaliados 31 meninos pré-puberes (idade cronoldgica:
0,75-9,0a) com criptorquidismo unilateral (n=24) ou bilateral (n=7). Pacientes com
hipospadia ou outra anormalidade genital e uso prévio de hCG ou testosterona
foram excluidos. As amostras foram coletadas nos tempos basal e sete dias apds
aplicacdo do rhCG (Ovidrel ® 250mcg, dose Unica, via subcutanea). Os seguintes
hormonios foram dosados antes e sete dias apods estimulo com rhCG: horménio
luteinizante (LH), horménio foliculo-estimulante (FSH), testosterona total, 17-
hidroxiprogesterona (170HP), hormdnio anti-mulleriano (AMH), inibina B e
dihidrotestosterona (DHT).

Resultados: O uso de uma unica dose de rhCG determinou um aumento
significante da testosterona total (paired t-test; P<0,001), DHT, razdo T/DHT, AMH e
inibina B. Nao foi visto aumento de precursores hormonais da esteroidogénese. Nao
houve diferenga significativa entre as dosagens hormonais dos grupos de meninos
com criptorquidismo unilateral e bilateral. Os valores de média e DP de resposta ao
estimulo com rhCG observados foram: testosterona: 247,8 + 135,8 ng/dl; inibina B:
132,4 £ 56,1pg/ml; AMH: 152,8 + 65,2 ng/ml; DHT: 32,3 + 17,1 ng/dl; relagao
testosterona/DHT: 8,0 £ 3,5.

Conclusdes: Nos padronizamos o teste de estimulo com rhCG (Ovidrel ®, 250mcg)
em dose unica subcutanea. Esse teste é capaz de estimular a esteroidogénese
gonadal em meninos pré-puberes avaliada 7 dias apds aplicacdo da medicagao. A
média de testosterona total apds o estimulo foi proximo de 250ng/dl. O valor minimo
de testosterona apés aplicagcdo de rhCG considerado adequado € 100 ng/dl, que
corresponde ao percentil 10 dos valores observados nos testiculos criptorquidicos.
Nossos achados indicam que o protocolo utilizando rhCG em uma unica dose pode
ser considerado um potencial substituto do teste previamente padronizado com o
hCG urinario e, portanto, pode ser util na avaliagado de disturbios de diferenciacao
sexual.
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Abstract

Introduction: testicular evaluation in prepubertal phase depends on external stimuli
and is usually performed by stimulation test using human chorionic gonadotropin
(hCG) extracted from urine (uhCG) of pregnant women. Currently, this product is not
available in in many Countries, requiring standardization of a new test employing
recombinant hCG (rhCG: Ovidrel ®).

Objectives: to identify the hormonal response of control isolated cryptorchid testes
after stimulation with rhCG.

Patients and Methods: we evaluated 31 prepubertal boys (chronological age: 0.75 —
9.0 years) with unilateral (n=24) or bilateral (n=7) cryptorchidism. Patients with
hypospadias or other genital abnormalities, previous use of hCG or testosterone
were excluded. The samples were collected at baseline and seven days after rhCG
(Ovidrel ®, single dose of 250 mcg, subcutaneously). The following hormones were
measured before and seven days after rhCG stimulation: luteinizing hormone (LH) ,
follicle-stimulating hormone (FSH), total testosterone, 17-hydroxyprogesterone
(170HP), anti-mullerian hormone (AMH), inhibin B and dihydrotestosterone (DHT).

Results: The use of a single dose of rhCG determined a significant increase in total
testosterone (paired t-test, p < 0.001), DHT, T/DHT ratio, AMH and inhibin B. No
increase was observed in the steroid hormone precursors. There was no significant
difference between hormone levels when unilateral was compared with bilateral
cryptorchidism. The average values (SD) after rhCG were: testosterone: 247.8 +
135.8 ng/dl; inhibin B: 132.4 + 56.1 pg/ml; AMH: 152.8 £ 65,2 ng/ml; DHT: 32.3 +17,1
ng/dl; rate testosterone/DHT: 8.0 £ 3,5 .

Conclusions: We standardized the stimulation test with rhCG (Ovidrel ©, 250mcg) in
a single subcutaneous dose. This test is able to stimulate prepubertal gonadal
steroidogenesis, assessed 7 days after stimulation. The mean total testosterone after
rhCG was around 250 ng/dl. The minimum value of total testosterone after rhCG that
could be considered adequate is 100 ng/dl, corresponding to the 10" percentile of
the observed values in control cryptorchid testes. Our findings indicate that rhCG in a
single dose protocol can be considered as a potential replacement test for the
previously standardized urinary hCG, and therefore it can be useful in the evaluation
of the disturbed sexual differentiation.






