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Endocrinologia pediatrica e laboratorio

R.M. Dorizzi

Laboratorio Analisi Chimico-Cliniche ed Ematologiche, Azienda Ospedaliera di Verona

. VUV O€ HE TIOPEITIOUO OAOXOO HOAOKOIO ETIEECCIV 'OPUEDT’ €0 TTOAEUOVLI.

Omero, Iliade, Libro 6 verso 337

Ernest H Starling: Croonian Lecture, 20 giugno 1905

* Ora, tuttavia, mia moglie convincendomi con le giuste parole mi spinge alla battaglia

Riassunto

L’articolo riassume brevemente le profonde radi-
ci cliniche dell’endocrinologia e dell’endocrino-
logia pediatrica. Vengono valutati i principali
aspetti clinici degli ipostaturismi che hanno delle
importanti ricadute di politica sanitaria. La dia-
gnostica di questa patologia si basa ancora su test
dinamici che sono poco fisiologici e poco ripro-
ducibili in laboratori diversi e nello stesso labora-
torio. La determinazione del GH e del’IGF-I pre-
senta problemi legati alla scarsa standardizzazio-
ne dei reagenti e dei calibratori. Grande interesse
clinico presenta anche la diagnostica relativa alle
condizioni di puberta precoce, puberta ritardata
ed ovaio policistico per le quali, a fronte di im-
portanti ricadute nella vita del bambino o dell’ado-
lescente che poi si estendono alla vita adulta, il
laboratorio ha ancora pochi strumenti diagnosti-
ci. Non si possono rilevare, al momento, né un
interesse delle numerose aziende che operano in
questo ambito né P’attivazione di progetti strut-
turati di standardizzazione nazionale, o almeno
multicentrica, con ’obiettivo di porre rimedio alla
scarsissima omogeneita dei metodi analitici a di-
sposizione del laboratorio e del clinico. Un pro-
blema molto importante ¢ quello degli intervalli
di riferimento pediatrici; I'urgenza di affrontare
questo aspetto si estende ad una diagnostica mol-
to comune come quella tiroidea. Un esame della
piu recente letteratura in questo ambito dimostra:
1) la limitatezza dei dati reperibili in banche dati
come PubMed ed Embase; 2) parte rilevante di
questi ¢ relativa ad analizzatori e metodi che non
sono pitl nemmeno commercializzati; 3) spesso i
dati sono stati ottenuti in soggetti di riferimento
poco confrontabili con quelli che accedono ai
nostri laboratori.

Summary

Pediatric endocrinology and laboratory

The article shortly summarizes the deep clinical roots
of Endocrinology and particularly of Pediatric En-
docrinology. The principal clinical context of short sta-
ture and its effects on health policy are discussed. The
investigation of short stature is still based on stimula-
tion tests but they are nor physiological nor consistent
not only in different laboratories but also in the same
laboratory. The accurate measurement of growth hot-
mone and IGF-I is hampered by lack of standardiza-
tion of reagents and calibrators. Furthermore, the dia-
gnosis of precocious puberty, delayed puberty and
polycystic ovary syndrome is discussed; even if it is
very important (these conditions, deeply atfecting the
quality of life of child, adolescent and adult) it is not
very effectively supported by the clinical laboratory.
Until now, the several manufacturers of in-vitro devi-
ces operating in the field did not show interest in par-
ticipating or promoting national, or multi-center, pro-
grams for improving standardization of tests and analy-
zers. A major problem is the lack of proper pediatric
reference intervals also concerning common tests such
as thyroid function assays. An assessment of the recent
literature on the subject demonstrated: 1) the few data
stored in the major databases (e.g. PubMed and Em-
base); 2) most of the data have been obtained using
methods and analyzers no more marketed or availa-
ble; 3) the results have been very often obtained using
population of different countries, continents and ra-
ces.
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Tabella I. Cause di ipostatutismo.
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malattie endocrine

malattie extra-endocrine

- disordini dell’asse GH/IGF-1

- disordini del metabolismo calcio-fosforico
(rachitismo, pseudoipoparatiroidismo...)

- ipotiroidismo

- ipercortisolismo

- cromosomiche (sindrome di Turnet, sindrome di Down, ...)

- scheletriche e dismorfiche (osteocondrodistrofie, acondroplasia, ...)

- sindromi complesse (Silver-Russel, Prader-Willi, tesaurismosi, ...)

- sistemiche e croniche (cardiopatie, nefropatie, epatopatie, emopatie,
infettive, malnutrizione, malassorbimento, fibrosi cistica)

Tabella II. Eziologia dei defici di GH.

congeniti (deficit di GH insensibilita al GH)

acquisiti

- da distress neonatale

- da mutazione genetica: gene per il GH, per il recettore
del GHRH, per il recettore del GH (s. di Laron),

- delezione o mutazioni del gene del’IGF-I

- malformazioni della linea mediana con
compromissione della zona ipotalamo-ipofisaria

- tumori ipotalamo-ipofisari

- istiocitosi X

- malattie infiammatorie del SNC
- idrocefalia

- traumi cranici

- anomalie vascolari

Le origini

L’endocrinologia muove i primi passi verso la meta
del XIX secolo quando WB Carpenter nel suo “Cyclo-
pedia of Anatomy and Physiology” (1852) intuisce il
controllo endocrino del metabolismo intermedio “Zhe
products [of the glands] destined to be restored to the circulating
current, apparently in a state of more complete adaptiveness to
the wants of the nutritive function’. Nel 1855 Claude Bet-
nard usa Pespressione “secrezione interna” per indica-
re la liberazione del glucosio dal glicogeno epatico e
Thomas Addison descrive la sindrome che prende il
nome da lui. Charles Brown-Sequard rivendica nel 1893
sul British Medical Journal il merito di avere fondato
I'Endoctinologia: We assume that every single tissue and, in
general, every separate cell of the organism secretes certain pro-
ducts or ferments which are poured into the blood current, and
which influence every other cell. In this way a solidarity is esta-
blished between all the cells of the organism by means other than
the nervous system *. Poco dopo, Oliver e Schaefer de-
scrivono I'epinefrina e nel 1895 Schaefer precisa che:
‘Every part of the body does, in fact, take up materials from the
blood, and does transform these into other materials. Having
thus transformed them, they are ultimately returned into the
cirenlating fluid and in that sense every tissue and organ of the
body furnishes an internal secretion”. Dobbiamo il termine
ormoni ad Ernest H. Starling che la pronuncia per la
prima volta nella Croonian Lecture “The chemical cor-
relation of the functions of the body” del 20 giugno
1905 e pubblicata su Lancet il 5 agosto dello stesso anno.
“These chemical messengers, however, or hormones (from ormao, 1
exccite or arouse) as we might call them, have to be carried from
the organ where they are produced to the organ which they affect
by means of the blood stream and the continually recurring phy-
siological needs of the organism must determine their repeated
production and circulation throughout the body.’ 11 termine
viene impiegato ripetutamente da Starling nella quarta
Croonian Lecture di quell’anno, dedicata a tiroide, ovaio

e testicolo. La “fortuna” della nuova disciplina ¢ atte-
stata dagli 8500 riferimenti bibliografici (un centinaio
dei quali pubblicati prima del 1899) del Trattato di En-
docrinologia di Artur Biedl del 1910°.

Da allora le conoscenze relative ai singoli ormoni si
sono sviluppate attraverso una serie di tappe ben defi-
nite e costanti*:
1.identificazione del tessuto che produce un ormone;
2.messa a punto di un biodosaggio per identificare

Pormone;

3. produzione di estratti con attivita biologica;
4. isolamento, identificazione della struttura e sintesi
dell’ormone.

Ne deriva che queste quattro tappe vedono collabo-
rare strettamente i clinici, che ipotizzano I'esistenza di
ormoni, i fisiologi ed i biochimici, che ne mettono a
punto i metodi di analisi, ed ancora i clinici che verifi-
cano Papplicabilita degli strumenti messi a punto dalla
tecnologia. La Medicina di Laboratorio ha un ruolo
cruciale della “traduzione” biunivoca delle esigenze della
clinica al ricercatore e di quanto ottenuto nella ricerca
al paziente; endocrinologia pediatrica ne rappresenta
un esempio significativo.

E’ stato sostenuto che la crescita rappresenta, di per
se stessa, un indicatore di salute e di benessere del neo-
nato e del bambino e quindi il ruolo dell’endocrinolo-
go pediatra ¢ maggiormente collegato, nella pratica
clinica, alla pediatria nel suo complesso piuttosto che
all’endoctinologia®.

L’Endocrinologia pediatrica ¢ nata nel 1957; nel feb-
braio di quell’anno, infatti, Maurice S Raben comincio
a somministrare ad un giovane di 17 anni, alto 125
centimetri, estratti di ipofisi umane che contenevano
ormone della crescita (GH)®. Partendo dall’osserva-
zione che gli estratti di ipofisi di origine animale non
erano efficaci, Raben aveva messo a punto un metodo
di estrazione e purificazione delle ipofisi umane che
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Figura 1. Regolazione della secrezione e dell’azione del GH.

consentiva di produrre materiale che poteva essere im-
piegato in clinica. Il rivoluzionario processo di purifi-
cazione dell’ipofisi ¢ descritto su Science del maggio
1957 ed 1 primi risultati ottenuti in clinica appaiono tre
mesi dopo sul Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism. Merita di essere ricordato che il mese pre-
cedente, Lawson Wilkins, il piu famoso endocrinolo-
go pediatra dell’epoca, aveva concluso sullo stesso gior-
nale che un estratto di ipofisi (non preparato da Ra-
ben) non aveva portato ad alcun risultato®.

Ipostaturismo GH/IGF-I correlato

La diagnostica e la terapia degli ipostaturismi ¢ rego-
lata in modo molto preciso dalla legislazione relativa
alla prescrizione a carico del SSN. I’Agenzia Italiana
del Farmaco (AIFA) la limita nell’eta evolutiva, su dia-
gnosi e piano terapeutico di centri specializzati, a con-
dizioni ben definite”:

a) bassa statura da deficit di GH definita dai seguenti
parametri clinico-auxologici e di laboratorio: statura <
-3 Deviazioni Standard (DS) oppure statura < -2DS e
velocita di crescita/anno < -1DS rispetto alla norma
per eta e sesso, misurata a distanza di almeno 6 mesi
con le stesse modalita; oppure velocita di crescita/anno
<-2DS o <-1,5 DS dopo 2 anni consecutivi, anche in
assenza di bassa statura; oppure malformazioni/lesio-
ni ipotalamo-ipofisario dimostrate a livello neurora-
diologico o difetti ipofisari multipli che comportino
deficit di GH accertato in base ad una delle modalita
del punto precedente, associata ad una delle seguenti
condizioni:

L. risposta di GH < 10 Pg/L ad almeno 2 test farma-
cologici eseguiti in giorni different;

II. risposta di GH < 20 Pg/L nel caso uno dei 2 test
impiegati sia GHRH + arginina o GHRH + piri-
dostigmina

II1.secrezione spontanea media di GH nelle 24 ore, o
quantomeno nelle 12 ore notturne < 3 Pg/L in pre-
senza di normale risposta ai test farmacologici e
valori di IGF1 < -2 DS

b) sindrome di Turner citogeneticamente dimostrata

C) deficit staturale nell insufficienza renale cronica

d)sindrome di Prader Willi in soggetti prepuberi
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Secondo la nota 39 dell’AIFA i soggetti adulti con
deficit di GH presentano un abbassamento della qua-
lita di vita, una riduzione della forza muscolare, un au-
mento dell’adipe viscerale che, insieme ad un aumento
del colesterolo circolante, costituisce un fattore di ti-
schio per complicanze cardiovascolari. 1 dati disponi-
bili, secondo ’AIFA non sono sufficienti a permettere
I'uso del GH, anche se ammesso dall’FDA, in neonati
Small for Gestational Age (SGA).

11 Comitato tecnico-scientifico dell’AIFA ricorda che
circa venti anni fa venne introdotta la terapia con GH
in bambini short normal (di statura -2,5 DS con normale
produzione di GH endogeno). Anche se la terapia au-
mento la velocita di crescita di questi bambini rispetto
ai soggetti non trattati, la statura finale dei trattati e dei
non trattati, una volta raggiunta la puberta, risulto esse-
re simile. Il GH provocava, sostanzialmente, un’espres-
sione anticipata del potenziale di crescita geneticamen-
te determinato.

La nota 39 dell’ATFA ¢ molto documentata®'* ed ¢
opportuno, a nostro avviso, che il laboratorista la ten-
ga presente quando affronta la diagnostica degli ipo-
staturismi.

Classificazione degli ipostaturismi

L’altezza di un individuo ¢ il risultato della interazio-
ne tra il suo patrimonio genetico, lo stato nutrizionale,
Pinterazione di numerosi ormoni e numerose situazio-
ni ambientali. La vita fetale rappresenta di gran lunga il
momento della vita con la crescita maggiore (50-60
centimetri/anno) ed ¢ critica nella definizione dell’al-
tezza finale dell'individuo. La crescita ¢ in gran parte
indipendente dal GH ed ¢ mediata dalla nutrizione
materna e da fattori di crescita come Ulnsulin-like Growth
Factor I1GF)-1 e 1I. La scarsa correlazione tra altezza
media dei genitori e dimensioni alla nascita (r = 0.3)
dimostra Peffetto dominante dell’ambiente intra-uteri-
no rispetto al genotipo'. La nutrizione continua ad
essere predominante per il primo anno di vita, mentre
I'asse GH-IGF 1 “prende il sopravvento” in seguito.
A partire dall’eta di sei anni la velocita di crescita scen-
de a circa 5 centimetri 'anno; mentre nell’infanzia la
crescita dipende soprattutto da GH e tiroxina, nell’ado-
lescenza dipende soprattutto da GH e da ormoni ses-
suali. Per ipostaturismo si intende una altezza al di sot-
to delle due DS della popolazione dello stesso gruppo
etnico, eta e sesso. La maggior parte dei bambini di
bassa statura presenta una delle numerose malattie en-
docrine ed extraendocrine indicate nella Tabella 1.
L’eziologia del deficit di GH (prevalenza stimata tra
1/4000-1/10000 nati vivi/anno) ¢ riassunta in Tabella
11

GH
Biochimica

La secrezione di GH avviene in modo pulsatile ed ¢
regolata principalmente da due neuropeptidi ipotala-
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Tabella III. Cause fisiopatologiche di alterazione delle concentrazioni di GH.

Diminuizione

Aumento

- eta avanzata;

- deficit selettivo e ipopituitarismo; - sonno;
- obesita - puberta;
- ipertiroidismo;

- diabete mellito tipo I;

- esercizio fisico;

- cirrosi epatica;

- disturbi dell’alimentazione

- acromegalia;
(malnutrizione/anoressia nervosa);

- insufficienza renale cronica;

- depressione;

- sepsi.

Tabella IV. Cause farmacologiche di alterazione delle concentrazioni di GH.

Diminuizione Aumento

- somatostatina; - aminoacidi;
- glucosio; - dopamina;

- acidi grassi; - alfa-agonisti;
- beta-agonisti; - clonidina;

- atropina; - glucagone;

- antimuscarinici (pirenzepina);
- glucocorticoidi ad alte dosi.

- beta-bloccanti;

- teofillina;

- anticolinesterasici (piridostigmina);
- glucocorticoidi a basse dosi.

mici, il Growth Homone Releasing Hormone (GHRH), ad
azione stimolante, e la somatostatina, ad azione inibi-
toria (Fig, 1)'°. Neurotrasmettitoti, ormoni (IGF-I, ste-
roidi gonadici e surrenalici, ormoni tiroidei, insulina. . .)
ed altre molecole (glucosio, aminoacidi, acidi grassi li-
beri...) agiscono sulla secrezione somatotropa. Que-
sto spiega perché la secrezione di GH ¢ molto legata a
Sesso, eta, stato nutrizionale e numerose variabili meta-
boliche ed ormonali periferiche come la GH-relina,
un ormone prodotto soprattutto dallo stomaco che
avrebbe la funzione principale di modulare gli adatta-
menti della secrezione somatotropa alle variazioni del
bilancio energetico. Il GH, anche se esercita alcune azioni
dirette, esercita la sua azione soprattutto stimolando la
secrezione di IGF-I; si lega agli organi bersaglio, con
uno specifico recettore di membrana, che circola, in
parte (circa il 45%), come proteina di legame.

Oltre al deficit di GH possono essere considerate
condizioni di iposecrezione dell’ormone condizioni
come obesita, ipotiroidismo, iperticorticosurrenalismo
e iperparatiroidismo (Tab. I, III e IV). Solo la contem-
poranea determinazione di GH e di IGF-I, consente
di discriminare tra forme organiche e funzionali di ipo-
secrezione. Vi possono essere anche delle condizioni
di alterata sensibilita periferica al GH, funzionali e re-
versibili, che vanno differenziate dalla resistenza peri-
ferica congenita al GH, causata da una alterazione del-
Pattivita del recettore del GH (nanismo di Laron).

I processi di trascrizione e traduzione danno origine
nell’ipofisi a due forme di GH: una di 22 kDa (22K)
ed una di 20 KDa (20K) che presenta una bioattivita in
vitro minore (Tab.V). L’emivita in circolo del GH
monomerico 22 K ¢ stimata tra i 10 ed i 20 minuti; il

GH 20 K ha una maggiore tendenza a formare dime-
ti, che ne allunga 'emivita. La miscela delle molecole di
GH circolante ¢ variabile e questo ha delle implicazioni
quando sono misurate con differenti metodi di dosag-
gio; essi rilevano in modo non uguale le diverse for-
me. Va ricordato, a tal proposito, che i campioni di
base e quelli dopo stimolo possono contenere forme
molecolari diverse'’. Esiste una variante del GH pro-
dotta dalla placenta in modo non pulsatile al termine
della gravidanza, quando quasi tutto il GH in circolo ¢
di origine placentare (15-20 Pg/L), e la secrezione ipo-
fisaria ¢ soppressa da un feed-back negativo diretto e
attraverso 'IGF-1.

11 GH silega alla GH-binding protein-1(GHBP) ed alla
GH-binding protein-2; la prima (60 KDa), con elevata
affinita e limitata capacita di legame, deriva dal domi-
nio extracellulare del recettore per il GH e lega circa la
meta del GH circolante. La GHBP-2 (100 kDa), inve-
ce, ha una bassa affinita ed una alta capacita e trasporta
i1 10% del GH circolante'.

Metodo di determinazione

Poco si puo aggiungere alle problematiche sui me-
todi di determinazione del GH a quanto hanno scritto
negli anni recenti numerosi autoti'” . Metodi come I'E/u-
ted Stain bioAssay (ESTA), il metodo immunometrico
con rimozione del GH 22 K| il metodo per la deter-
minazione del GH 20 K (a cui manca il segmento di
proteina compresa tra gli aminoacidi 32 e 46) ed il
metodo immunofunzionale hanno un ruolo solo nei
laboratori di ricerca'”. Nella pratica dei laboratoti clini-
ci il GH ¢ misurato con metodi immunometrici: ra-
dioimmunologici, immunoradiometrici, immunoenzi-
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Figura 2. Differenza dei risultati ottenuti nella determinazione
del GH con metodi diversi (da rif. 29 modificato).

matici e in chemiluminescenza. Il metodo ideale per la

determinazione del GH deve: 1) riflettere I’attivita bio-

logica dell’ormone; 2) essere abbastanza sensibile da
richiedere volumi contenuti di campione; 3) consentire

lautomazione ed una produttivita molto elevata; 4)

essere molto accurato e riproducibile.

Sono stati proposti anticorpi anti-GH policlonali, che
danno risultati comparabili tra di loro, e monoclonali,
che sono piu sensibili e che danno risultati piu bassi e
meno comparabili. I metodi immunoradiometrici
(IRMA) sono oggi poco usati se non in qualche va-
riante immuno-enzimatica. Attualmente sono piu uti-
lizzati i metodi a doppio anticorpo monoclonale a saznd-
wich, che impiegano traccianti enzimatici, fluorescenti e
chemiluminescenti, e possono arrivare a sensibilita di
0.0001 pg/L.

Le differenze dei risultati ottenuti con i diversi meto-
di dipendono da fattori come:

- proteine leganti: 1 diversi metodi riconoscono in misura
quantitativamente diversa GH libero, GH legato alle
GH-binding protein e GH totale.

- sgforme: in circolo sono presenti numerose isoforme,
che comprendono monomeri ed oligomeri come il
big GH ed il big-big GH, che cross-reagiscono in modo
molto diverso con i vari metodi (Tab. V). Il grado
con cui il metodo riconosce I'isoforma 20 K ¢ cor-
relato con 'inaccuratezza (si raccomanda pertanto di
usare come calibratore la molecola 22 K prodotta
con tecnica ricombinante).

- problemi di standardizzazione: 1 metodi di determina-
zione per il GH sono calibrati con materiali di riferi-
mento che sono aggiornati periodicamente. Dopo
I'identificazione negli anni *20 del GH come princi-
pio attivo che promuoveva la crescita, sono stati messi
a punto dei biodosaggi basati sull’aumento della
massa corporea in ratti ipofisectomizzati. Solo nel
1955 ¢ stato prodotto il primo Standard Internazio-
nale (IS) denominato 55/1 da ipofisi bovina che ¢
stato sostituito nel 1969 dalla Preparazione Interna-
zionale di Riferimento (IRP 66/217) di origine uma-
na. Dal 2001 ¢ disponibile il Secondo Standard In-
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Tabella V. Forme di GH immunoreattivo in circolo.

Forma k-Da legame %
Monomerico 22k-Da libero 20%
legato 22%
20k-Da libero 6%
legato 2%
Dimeri 22k-Da 20%
20k-Da 6%
Oligomeri 22k-Da 10%
20k-Da 2%
Frammenti Variabile

Tabella VI. Principali standard internazionali per il GH.

Anno Standard

1955 55/1 11S WHO
1962 66/217 IRP WHO
1982 80/505 IS WHO
1994 88/624 1S WHO
1998 98/574 11 1S WHO

ternazionale (IS) 98/574, prodotto con tecnologia
ricombinante, con un grado di purezza superiore al
95% che ha sostituito gli standard estrattivi, come lo
IS 80/505 usato dal 1982 che conteneva una miscela
di GH 20 K e 22 K, dimeri ed oligomeri di GH
(Tab. VI). L’adozione dello standard 2" IS 98/574
consente di adottare un fattore di conversione fisso
(3 IU/myg) tra unitd e microgrammi. Sono seguiti
alcuni anni di intenso dibattito. 11 Groupe de travail su
“Evaluation des dosages des paramétres de l'axe somatotro-
pe” della Société Frangaise de Biologie Clinique” (uno dei
piu attivi a livello internazionale) ha raccomandato
I’'adozione del siero come campione da utilizzare, del-
lo standard 98/574,del calibratore 22 K, delle mIU/L
come unita di misura mentre diversi gruppi clinici e
laboratoristici anglosassoni hanno raccomandato 'im-
piego dello stesso calibratore, IS 98/574, e 'adozio-
ne dell’unita di misura di massa (Pg/L)". Quest’ulti-
ma posizione sembra avere preso il sopravvento negli
ultimi mesi e deve essere recepita anche nel nostro
paese®?,

Va inoltre ricordato che la diffusione dei metodi au-
tomatici basati su anticorpi monoclonali ha causato un
preoccupante deterioramento della confrontabilita dei
metodi piuttosto che un miglioramento (Fig. 2). Non ¢
molto semplice da comprendere come metodi che
producono risultati cosi diversi, come quelli presentati
in Figura 3 possano avere dei valori di cut-off identici.
A nostra conoscenza questo situazione ¢ stata affron-
tata, per il momento, in modo pragmatico ed efficace
solo in Giappone, dove il Growth Hormone and its related
Sactors study Committee della Foundation for Growth Science,
dopo avere confrontato i risultati forniti dai sei metodi
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Figura 3. Architettura di alcuni dei metodi analitici commercializzati per la determinazione del GH (da rif. 30 modificato).
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Nichols LM MC/PC 2 0.02 125 2.5 47 2.0
Delfia Ik MC/MC thGH 0,03 100 2.6 <0.001 1.1
“Tutti questi metodi misurano il GH su campione di siero con riferimento allo standard internazionale 80/505
“1 odio 125; CLM chemiluminescenza; FL Fluorimetria; LM luminescenza; MC monoclonale: PC policlonale; ? non dichiarato
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Figura 4. Algoritmo per la diagnosi dell’iposomia (da rif. 30 modificata).

commercializzati in quel paese, ha dimostrato che, an-
che se la correlazione tra di essi era molto buona
(t=0.99), i risultati potevano avere differenza anche
maggiori al 100%*. E’ stata, pertanto, messa a punto
una formula di conversione tra i diversi dosaggi che
ha ridotto la variabilita fra i metodi anche se quelli che
impiegavano un anticorpo monoclonale producevano
risultati piu bassi del 60%. L’Hypothalamo-Pituitary Di-
sorder Study Group del Ministero della Salute Giappo-
nese ha quindi abbassato il valore del cut-off diagno-
stico per il Deficit di GH (GHD) a 6 pg/L.

Un singolo valore di concentrazione di GH fornisce
scarse informazioni per quanto riguarda la valutazione
del sospetto di deficit di secrezione, in quanto l'ipofisi

produce il GH in modo pulsatile con picchi notturni
che compaiono un’ora dopo I'inizio del sonno, di fre-
quenza ed ampiezza diversi nelle diverse eta e le con-
centrazioni dell’lormone sono al di sotto del limite di
rivelabilita per la maggior parte della giornata ed inter-
vallate da picchi secretori nelle 24 ore.

Si deve, pertanto, ricorrere a valutazioni dinamiche
con i limiti che sono stati ripetutamente evidenziati*".
Infatti, i test provocativi non sono fisiologici, non sono
ripetibili, utilizzano cut-off arbitrari, sono dipendenti
dall’eta e dalla maturazione dell’assetto gonadico e ven-
gono valutati con dosaggi il cui potere discriminatorio
¢ molto variabile.

Tuttavia, I'impiego di questi test ¢ il sistema piu utiliz-
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Tabella VII. Cause di alterazione delle concentrazioni di IGF-I (da rif. 30 modificato).

Diminuizione Aumento

- ety - puberta;

- deficit selettivo di GH e ipopituitarismo; - acromegalia;

- disturbi dell’alimentazione (malnutrizione/anoressia nervosa); - ipertiroidismo;
- diabete mellito 1°; - obesita.

- cirrosi epatica;
- insufficienza renale cronica;
- ipotiroidismo

zato per porre diagnosi di GHD, considerato che sono
richiesti specificatamente dalla nota 39 dell’AIFA e che
le concentrazioni integrate di GH in 12/24 ore presen-
tano complessita logistiche e costi elevati. I test impie-
gati pit comunemente si basano sulla somministrazio-
ne di Clonidina, Arginina, ipoglicemia insulina-indotta
(ITT) ed Arginina+GHRH™. E oggi meno frequente
rispetto al passato I'uso del “Priming” (la ripetizione in
fase prepuberale dei test di stimolo dopo attivazione
puberale).

Per districarsi nella fitta ragnatela di limiti, possibilita
tecnologiche e raccomandazioni delle Societa Scientifi-
che di Medicina di Laboratorio e cliniche, ¢ indispen-
sabile incentivare il collegamento dei diversi stakeholder:
laboratorio, clinici, aziende di diagnostici e pazienti.
L’algoritmo della Figura 4 rappresenta un esempio di
approccio integrato alla diagnostica dell’iposomia™.

IGF-I
Fisiologia

I’IGF-I ¢ un peptide di 70 aminoacidi con un peso
molecolare di 7000 KDa prodotto ubiquitariamente
anche se la quota circolante maggiore ¢ prodotta a li-
vello epatico sotto stimolazione del GH. L’ipotesi clas-
sica dell’azione della somatomedina (1950) che preve-
deva che il GH controllasse la crescita attraverso 'IGF-
1, ¢ stata rivista nel 1980 (il GH aumenta la produzione
di IGF-I sia a livello epatico che a livello periferico) e
nel 2000 ("IGF-I puo non essere essenziale per gli ef-
fetti del GH IGF-I mediati)”. Circa la meta degli ami-
noacidi dei tre peptidi che compongono la famiglia
IGF, insulina, IGF-I e IGF-II, sono comuni. I’insulina
ha una concentrazione di picomoli ed una emivita di
minuti, mentre le IGF hanno una concentrazione mol-
to piu alta (nanomoli), sono prodotte principalmente
dal fegato e sono in gran parte legate ad una della sei
proteine leganti 'IGF-I che ne modulano lattivita.
IV’IGF-I, diversamente dal GH, ha livelli costanti con
emivita di 8-10 ore, ma risente molto dello stato nutri-
zionale (Tab. VII). Non ¢ soggetto a variazioni nel cor-
so del giorno o all’effetto di stress, sonno, esercizio
fisico o dieta®™. Le IGF circolano legate a proteine a
peso molecolare elevato e le IGF-Binding Proteins 1GF-
BP) limitano ’accesso delle IGF ai tessuti ed ai recetto-
ti; PIGFBP 3 lega piu del 95% dell’'IGF circolante e le

due molecole, insieme alla sub-unita acido-labile, for-
mano un complesso che ne allunga 'emivita. IGF-I ed
IGF-I1, una volta liberate delle BP, diventano metabo-
licamente attive e capaci di legarsi a specifici recettori
trans-membrana ad elevata attivita e, quindi, di entrare
nei tessuti bersaglio.

Metodo di determinazione

Le IGF possono essere misurate con numerosi me-
todi, bivassay (in cui la bioattivita di IGF-1 e IGF-1I ¢
misurata con condrociti di coniglio, cartilagine di pollo
o porcina), metodi radiorecettoriali ed immunometri-
ci. I primi dosaggi immunologici erano basati su me-
todi a doppio anticorpo in presenza o assenza di equi-
librio e sull’uso di traccianti iodati e di standard cali-
brat sulla preparazione IGF-I 87/518 del WHO. Poi-
ché le IGF-BP mascherano gli epitopi dell’'IGF-1 o
competono con questi, i dosaggi immunometrici de-
vono essere preceduti dalla rimozione delle IGFBP. 11
metodo di riferimento ¢ quello che si basa sulla dena-
turazione dell’ALS (precipitazione acido-alcolica e crio-
precipitazione) e separazione cromatografica dell’IGF-
I. Anche se i metodi che prevedono fasi estrattive limi-
tano i problemi associati alla presenza di proteine vet-
trici e proteasi sieriche, i metodi piu usati sono quelli
RIA e quelli basati su traccianti chemiluminescenti che
assicurano una reazione crociata minima (inferiore al
3%) con PIGF-IP**. Alcuni metodi automatici si ba-
sano sull'impiego di un eccesso di IGF-II che “bloc-
ca” le IGF-BP.

I valori di riferimento del’IGF-I sono dipendenti
dall’eta e dal sesso (nel corso dell'infanzia sono in ge-
nere piu alti nella femmina), anche se la concentrazione
deve essere misurata con cautela nei primi tre anni di
vita per la scarsa sensibilita dei metodi attualmente di-
sponibili.

Quadro clinico e biochimico
dell'ipostaturismo

Nellipostaturismo al laboratorio clinico ¢ richiesto
di documentare (tranne che nei casi dipendenti da di-
fetto genetico del recettore del GH o del gene per
IGF-I o suo recettore) una ridotta concentrazione del
GH sia spontanea che indotta dagli stimoli secretago-
ghi (nei deficit ipofisari di GH) ovvero una ridotta se-
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Tabella VIII. Sensibilita (Sens), specificita (Spec), Likelihood ratio positivo (LR+) e negativo (LR-), Diagnostic Odds Ratio (DOR)
e Number Needed to Diagnosis (NND) del’IGF-I nella diagnosi di ipostaturismo (INF= Infinito).

Autore Sens Spec LR+ LR- DOR NND
Boquete et al.® 68 97 22.67 0.33 68.7 1.5
Bussieres et al.? 72 95 14.40 0.29 48.9 1.5
Cianfarani et al.'® 75 90 7.50 0.28 27.0 1.5
Cianfarani et al.? 73 95 14.60 0.28 51.4 1.5
Cianfarani et al.®” 69 100 INF 0.31 INF 1.4
Das et al.?’ 86 100 INF 0.14 INF 1.2
Granada et al.?? 70 95 14.00 0.32 44.3 1.5
Juul et al.”? 53 98 26.50 0.48 55.3 2.0
Mitchell et al.?° 62 47 1.17 0.81 1.4 11.1
Nunez et al.'® 69 76 2.88 0.41 7.0 2.2
Ranke et al.?* 75 32 1.10 0.78 1.4 14.3
Rikken et al."’ 65 78 2.95 0.45 6.6 2.3
Tillman et al.'® 34 72 1.21 0.92 1.3 16.7

crezione spontanea con normale secrezione dopo test
di stimolo (nei difetti di secrezione neuroendocrina).

Segni clinici che possono dare il sospetto di GHD
sono 1l rilievo di micropene nel maschio, facies con
naso insellato e bozze frontali prominenti, ipoglicemia
neonatale, eta ossea ritardata, aumento della massa gras-
sa rispetto alla massa magra, labio-palatoschisi, incisi-
vo unico, displasia setto-ottica.

Una concentrazione di IGF-I all'interno dell’inter-
vallo di riferimento, anche considerando I’eta cronolo-
gica e I'eta ossea del paziente, esclude la presenza di
GHD mentre un valore ridotto puo dipendere da un
difetto dell’asse GH/IGF-I o da altre cause (Tab. I e
ID).

Criteri diagnostici

Nonostante le considerazioni precedenti, la diagnosi
di GHD deve basarsi nel nostro paese su quanto pre-
visto della Nota AIFA 39 relativamente alla prescrivi-
bilita (e rimborsabilita) del trattamento sostitutivo con
GH. La Societa Italiana di Endocrinologia Pediatrica
ha proposto recentemente un algoritmo per la diagnosi
del GHD, che si basa sulla determinazione del’IGF-I
piuttosto che su quella del GH, soprattutto nella fase
prepuberale (Fig. 5)*. La Tabella VIII raccoglie i dati
di sensibilita, specificita, Likelihood ratio positivo (LR+)
e negativo (LR-), Diagnostic Odds Ratio (DOR) e
Number Needed to Diagnosis (NND) che possono
essere ricavati dalle informazioni contenute nell’artico-
lo. I valoti elevati di DOR e bassi di NND documen-
tano la buona affidabilita diagnostica di questo approc-
cio. Il documento conclude con la raccomandazione
di preferire la determinazione del’IGF-I considerata
I'inadeguatezza dei criteri diagnostici attuali basati
sul GH.

11 caso particolare del bambino SGA ¢ stato affron-
tato congiuntamente nei mesi scorsi dalle pit impor-
tanti Societa di Endocrinologia Pediatrica e dalla

Growth Hormone Research Society, che hanno con-
cluso che la diagnosi si deve basare su indagini antro-
pometriche accurate e che la determinazione di GH,
IGF-I e IGF-BP3 rivestono una limitata utilita diagno-

stica e prognostica®’.

Puberta precoce

La maturazione sessuale nella specie umana richiede
un numero variabile di anni e si conclude ad un’eta che
puo variare molto (anche 4-5 anni) in soggetti sani che
vivono nella stessa area. Tale variabilita dipende da fat-
tori genetici, razziali, nutrizionali ed i limiti per definire
la puberta precoce (PP) che si definisce come I'inizio
dello sviluppo puberale con un anticipo di piu di 2.5
DS rispetto la media, devono essere definiti localmen-
te e devono essere verificati periodicamente. Non ¢
facile valutare I'incidenza e la prevalenza della PP anche
in relazione al trend di anticipo della maturazione ses-
suale nel corso degli ultimi decenni*'*. L’eta media del
menarca ¢ scesa negli Stati Uniti dalla meta del XVIII
secolo alla meta del secolo scorso da 17 a 14 anni; nel
1973 ¢ stata stimata in 12.8 anni ed era simile a quella
rilevata in Europa, dove si abbassava di 0.3 anni per
decade in Finlandia e di 0.175 anni per decade in Fran-
cia. Secondo lo studio del 1997 dell’American Aca-
demy of Pediatrics- Pediatric Research in Office Set-
tings (PROS) su piu di 17000 ragazze, 'eta media del
menarca nelle bianche era di 10 anni e nelle afro-ame-
ricani di 8.9 anni, con i limiti inferiori (<2 DS) rispetti-
vamente di 6.3 e 5 anni*. L articolo concludeva che la
maggior parte delle bambine con alterazioni puberali
dopo i 6 anni (afro-americane) o 7 anni (caucasiche)
non richiedeva ulteriori valutazioni. Questo studio ¢
stato seguito da una salva di segnalazioni relative ad
aree geografiche e metodi di valutazione diversi e poco
confrontabili che non sempre hanno confermato i ri-
sultati®*. Una possibile spiegazione ¢ quella che, men-
tre ’eta del menarca si € stabilizzata intorno ai 12 anni,
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Figura 5. Algoritmo proposto dalla Societa Italiana di Endocrinologia Pediatrica per la diagnosi del GHD che si basa sulla

determinazione dell’IGF-I (da rif. 39 modificata).
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Figura 6. Gradiente nord-sud nella comparsa del menarca in
Europa (da rif. 43 modificata).

quella del telarca tende ad anticipare. In Danimarca i
registri nazionali hanno dimostrato trail 1993 ed i1 2001
una incidenza di PP di 20 su 10000 femmine e 5 per
10000 maschi. La diagnosi finale in circa la meta dei
pazienti era di PP centrale, mentre negli altri casi era
telarca o adrenarca precoce o sviluppo puberale nor-
male anticipato. La Figura 6 mostra il gradiente Nord—
Sud che si registra in Europa; I'eta media del menarca
va dai 12 anni in Italia ai 13.5 nella parte Orientale della
Germania. Interessanti sono anche le segnalazioni che
in paesi come Cina, Giappone e India il menarca ¢
anticipato in relazione alla classe sociale ed economica
a cui appartiene la ragazza e che la PP ¢ piu frequente
nei casi di adozione internazionale, in particolare per
bambine provenienti dall’India e dallo Sri-Lanka.
Due processi contribuiscono alle manifestazioni fisi-
che della puberta; 'adrenarca ed il gonadarca. L’adre-

narca si verifica trai 6 e gli 8 anni di eta con un aumen-
to della secrezione androgenica ed ¢ accompagnato da
variazioni dell’unita pilo-sebacea, transitorio accresci-
mento e comparsa di peli ascellari e pubici senza svi-
luppo sessuale. Dal punto di vista biochimico inizia
quando la zona reticolare del surrene comincia a pro-
durre il deidroepi-androsterone solfato (DEA-S). An-
che se il DEA-S viene considerato un “androgeno de-
bole”, deve essere ricordato che si lega molto scarsa-
mente al recettore per gli androgeni e viene convertito
in sede periferica a testosterone e di-idrotestosterone.
Il gonadarca ¢ iniziato dai macroneuroni dell’ipotala-
mo che producono ormone rilasciante le gonadotro-
pine (GnRH) in modo pulsatile che regola la liberazio-
ne di FSH ed LH da parte dell'ipofisi anteriore.

Si verifica, successivamente, una armonica matura-
zione dei caratteri sessuali secondari (Fig. 7 e 8) attra-
verso le 5 fasi descritte da Tanner e Marshall*'.

La Prevalenza della PP nella popolazione generale ¢
stata stimata intorno a 0.2-0.6%, con rapporto F/M
4-20:1 e puo essere classificata, sulla base della eziolo-
gia in:

1) PP vera o centrale isosessuale (gonadotropino-dipendente)
in cui le caratteristiche sessuali sono coerenti con il ses-
so del bambino:

- idiopatica (nel 97% delle femmine e nello 0% dei
maschi);

tumori del SNC (amartomi del tuber cinerenm, astroci-
tomi, ependimomi, pinealomi);

- alterazioni del SNC congenite (neurofibromatosi,
idrocefalo) ed acquisite (malattie inflammatorie, trau-
mi);

secondaria ad esposizione prolungata a steroidi ses-
suali (sindrome adrenogenitale);

- ipotiroidismo primario;
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Figura 7. Cronologia degli eventi della puberta nella femmina (da rif. 30 modificato).
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Figura 8. Cronologia degli eventi della puberta nel maschio (da rif. 30 modificato).

- pregressa irradiazione del SNC.

2) Psendopuberta precoce (GnRH e gonadotropino-indipen-
dente) isosessuale e controsessuale, causata da una se-
crezione aumentata di ormoni sessuali (estrogeni ed
androgeni che derivano dalle gonadi o dal surrene):

- cisti e tumoti ovarici che si presentano spesso con un
episodio di sanguinamento vaginale (femmina);

- Leydigoma, tumore hCG-secernente delle cellule ger-
minali, testotossicosi (maschio);

- sindrome adrenogenitale, tumori surrenalici andro-

geno- o estrogeno-secernent, estrogeni esogeni (fem-

mina e maschio).

3) Precocita sessuale incompleta (variante della pu-
berta normale con sviluppo dei caratteri sessuali se-
condari):

- telarca prematuro (non accompagnato da altri segni
di sviluppo puberale; nel 20% dei casi ¢ seguito da
PP);

- adrenarca prematuro (nel 20% dei casi ¢ seguito da

PP).
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Figura 9. Algoritmo diagnostico per la puberta precoce.
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Figura 10. Algoritmo diagnostico per la puberta precoce nella
femmina.

Si puo quindi concludere che la maggioranza delle
ragazze che presentano telarca ed adrenarca trai 6 ed i
7 anni richiede un attento monitoraggio della matura-
zione sessuale pit che una valutazione neurologica, sur-
renalica ed ovarica esaustiva.

Un approccio equilibrato ed attraente dal punto di
vista laboratoristico appare quello molto pragmatico
di un gruppo di pediatri di Little Rock™. Nelle ragazze
con solo telarca senza accelerazione delle crescita e del-
la maturazione scheletrica, deve essere indagata I'espo-
sizione ad estrogeni e devono essere misurati estradio-
lo, FSH ed LH. In presenza di adrenarca devono esse-
re misurati anche testosterone, DEA-S ed androstene-
dione. Se crescita e maturazione ossea sono accelerate
e la concentrazione delle gonadotropine ¢ a livelli pu-
berali, trova indicazione la risonanza magnetica. Nel
caso di concentrazione delle gonadotropine bassa, trova
indicazione un test al GnRH (o nell’attuale non dispo-
nibilita commerciale di GnRH naturale, un test al GnRH
agonista). Un aumento di LH dopo stimolo <7 U/L
ed un rapporto del FSH/LH > 1 orientano verso il
telarca prematuro isolato, un valore picco di LH > 7
U/L ed un rapporto FSH/LH < 1 verso la puberta
precoce centrale, mentre bassi livelli di entrambi orien-
tano verso la puberta precoce periferica. A questo ri-
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Figura 11. Algoritmo diagnostico per la puberta precoce nel
maschio.

guardo deve essere segnalato un particolare caveat nel-
I'interpretazione dei valori di cut-off presenti in lette-
ratura. Per esempio, non ¢ dimostrato che 1 valori pro-
posti per I'analizzatore AutoDELFIA, poco diffuso
nel nostro paese (LH e FSH basali < 0.6 UI/L nei due
sessi, LH dopo GnRH >9.6 U/L nel maschio e¢ > 6.9
UI/L nelle femmine; testosterone >190 ng/L nel ma-
schio ed estradiolo > 13.6 ng/L nella femmina) siano
trasferibili ad altri analizzatori®. Il cortisolo, eventual-
mente dopo somministrazione di ACTH, ed il TSH
vanno misurati solo nei casi di sospetto clinico di pato-
logia surrenale o un ipotiroidismo. L’algoritmo di Fi-
gura 9 riassume come livelli anomali di steroidi sessuali
possono avere origine esogena o endogena (surrene o
gonadi). Se 'origine ¢ gonadica, deve essere determi-
nato se la produzione di steroidi sessuali deriva dalla
attivita delle gonadotropine. La PP che deriva dalle
gonadotropine puo originare da una disregolazione
centrale, che porta ad una eccessiva produzione di LH
ed FSH, o da dalla produzione ectopica di ormone, di
solito per una neoplasia che produce hCG. Le Figure
10, 11 e 12 esemplificano alcuni algoritmi per il ma-
schio e per la femmina che tengono conto di tale ap-
proccio.

La Nota 51 AIFA prevede la rimborsabilita degli
analoghi dello LHRH ed in particolare della Leupro-
relina (lo stimolo iniziale della produzione di FSH e
LH ¢ seguito dalla desensibilizzazione dei recettori ipo-
fisari e dalla inibizione della produzione di entrambi gli
ormoni gonadotropici) solo nella puberta precoce di
origine centrale.

La terapia per la puberta precoce porta ad una com-
pleta cessazione del ciclo mestruale nelle ragazze, 'in-
terruzione o un netto rallentamento della maturazione
dei caratteri sessuali secondari, la ripresa di comporta-
menti adeguati all’eta anagrafica e la prevenzione della
maturazione scheletrica precoce.

Puberta ritardata

Anche i criteri diagnostici per la puberta ritardata
sono basati su criteri statistici (un ritardo, a seconda dei



RIMeL / IJLaM 2007; 3

STEROIDI

PUBERTA PRECOCE VERA (centrale)

Aumentati
(restosterone o
estrogeni)

Normali per ['eta

39

LH, FSH

Aumentati risposta LH=FSH

PSEUDOPUBERTA

Germinoma Aumentano Normali per I'eta Diminuiti risposta FSH=LH Marcatori
hCG-secernente [estosrerone hCG aumentato tumorali
Autonomia Aumentati Mormali per l'etd Dyiminuiri risposta FSH=LH
gonadica (testosterone o
estrogeni)
| Patologia Prepuberali Aumentari, Diminuiri risposta FSH>LH | Valutare cortisolo
surrenalica Mon sopprimibili

(tumori).

sori (s.adreno-
genitale)

Aumento precur-

PRECOCITA INCOMPLETA

Telarca Prepuberale Normali per I'eta
premaruro

|

| Adrenarca Prepuberali Aumentan per 'e-
prematuro th con risposta ad

ACTH

Prepuberali

risposta FSH=LH

Prepuberali

risposta FSH=LH

Figura 12. Significato degli esami di laboratorio nella diagnostica di laboratorio nello studio della puberta precoce
(da rif. 30 modificato).

casi, di 2 o 3 DS della media dell’eta dell’inizio della
puberta) e quindi arbitrari. La puberta viene definita
ritardata se la maturazione sessuale avviene dopo i 14
anni e si tratta di una situazione che interessa circa un
adolescente su 40. Per gli altri cast si tratta di un ritardo
costituzionale: questi giovani non presentano, alla fine
della valutazione, nessuna patologia e la maturazione
sessuale, una volta iniziata, si svolge regolarmente®>.
Presumibilmente, 'aumento puberale pulsatile del
GnRH si sviluppa lentamente ritardando I'aumento
degli ormoni sessuali steroidei e 1 loro effetti sui carat-
teri sessuali secondari e sulla secrezione del GH.

11 ritardo puo avere molte cause che sono sintetizza-
te in Tabella IX.

La diagnosi puo essere orientata, anche in questo caso,
da un esame clinico attento che puo individuare segni
come anosmia, galattorea o ipotiroidismo. La misura-
zione delle gonadotropine puo discriminare tra insuf-
ficienza congenita o acquisita da altre cause. Nell’ado-
lescenza (eta ossea tra 10 e 12 anni), la concentrazione
di gonadotropine ¢ marcatamente elevata nell’insuffi-
cienza gonadica; in questo caso puo essere utile lo stu-
dio della mappa cromosomica. Se la concentrazione
di gonadotropine ¢ all'interno dell’intervallo di riferi-
mento o piu bassa, la diagnosi piu frequente ¢ quella di
puberta ritardata costituzionale, anche se ¢ raccoman-
data una valutazione laboratoristica indirizzata verso la
diagnosi di patologie croniche. E’ stato proposto un
cut-off per la concentrazione di testosterone di 0.7
nmol/L per predite i maschi che avranno un testicolo
di almeno 4 mL entro un anno (77%) o entro 15 mesi

(100%%)%.

La Nota 36 AIFA prevede la rimborsabilita degli
ormoni androgeni (testosterone e metiltestosterone) nei
casi di ipogonadismo maschile primitivo e secondario
e nella puberta ritardata.

Sindrome dell’ovaio policistico

La sindrome dell’ovaio policistico (PCOS), la causa
piu frequente di irregolarita mestruale e di irsutismo
nella donna dell’eta fertile, si presenta frequentemente
durante I'adolescenza (¢ stato stimato in almeno un

Tabella IX. Diagnosi differenziale della puberta ritardata.

Secondaria a malattia cronica:

- anoressia nervosa;

- asma;

- difetti congeniti o acquisiti del sistema nervoso
centrale;

- ipo-/ipettiroidismo;

- malattie infiammatorie croniche del sistema gastro-
enterico;

- malattie oncologiche (cranio-faringioma ed altri
tumori cerebrali);

- insufficienza renale.

Ipogonadismo ipogonadotropo:
- sindrome di Kallmann;
- sindrome di Prader-Willi.

Ipogonadismo ipergonadotropo:
- disgenesia gonadica (sindrome di Turner);
- sindrome di Klinefelter;
- secondario a radioterapia;
- sindrome dell’ovaio resistente;
- sindrome dell’insensibilita agli androgeni.
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Figura 13. Attivazione della PCOS durante la puberta ritardata.

quarto delle adolescenti). La PCOS ¢ una sindrome
eterogenea che comprende un iperandrogenismo cro-
nico associato ad oligo-anovulazione, con possibile
presenza di ovaio policistico. In circa la meta dei casi
anche nelle adolescenti non ¢ presente il classico qua-
dro della sindrome di Stein-Leventhal e la concentra-
zione di LH e di testosterone sono all'interno dell’in-
tervallo di riferimento® . Nella Figura 13 ¢ illustrato
come, nel corso dell’adolescenza, si verifichi un au-
mento della concentrazione di insulina (con una azio-
ne gonadotropica diretta sulla steroidogenesi ovarica)
accompagnato da una diminuzione della concentra-
zione della Sex Hormone Binding Globulin che amplifica
gli effetti degli ormoni sessuali®’. Applicare i criteri
diagnostici della PCOS nell’adolescenza ¢ difficile poi-
ché irsutismo, acne, irregolarita mestruali ed obesita
sono molto frequenti in questa fascia di eta. Molte
delle adolescenti con irsutismo presentano una PCOS
nonostante la regolarita delle mestruazioni. Le altre
cause di irsutismo (malattia di Cushing, acromegalia,
iperprolattinemia, tumori del surrene e dell’ovaio...)
sono rare. Poiché i limiti della determinazione del te-
stosterone totale e libero sono ben noti e sono stati
anche recentemente discussi a livello molto autorevo-
le, il valore di tale determinazione per la conferma
delliperandrogenismo ¢ molto incerto®. Sono state
proposte anche delle diagnosi di esclusione della sin-
drome di Cushing (determinazione del cortisolo), del
deficit di 21-beta-idrossilasi (determinazione di 17-
idrossi-progesterone) e di tireopatie, iperprolattinemia
ed acromegalia (determinazione di TSH, prolattina e
IGF-I). In conclusione, 'aumento della concentrazio-
ne di LH e del rapporto LH/FSH sono elementi molto
specifici ma poco sensibili (Fig. 14).

Il problema degli intervalli di riferimento

Ripetutamente nella precedente trattazione si ¢ fatto
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Figura 14. Algoritmo diagnostico per la puberta ritardata.

riferimento a intervalli di riferimento ed a limiti deci-
sionali. Solo raramente la letteratura, anche autorevole,
indica la metodica analitica e le modalita statistiche im-
piegate per la definizione di tali valori. Le difficolta del-
la produzione degli intervalli di riferimento sono state
discusse da Giavarina® e piu recentemente da un Q-
Probes Study del College of American Pathologists in
163 laboratori clinici statunitensi in gran parte ospeda-
lieri (circa la meta con meno di 150 letti e circa il 10%
con piu di 450 letti)®. Gli autoti concludono che rara-
mente il laboratorio produce o “verifica” l'intervallo di
riferimento, spesso si limita ad adottare i limiti proposti
dal produttore o presenti in letteratura®®. Va peraltro
segnalato che questi autori non hanno trovato differen-
ze tra gli intervalli derivati “dall’esterno” e quelli pro-
dotti allinterno del laboratorio®. I bambini rappresen-
tano un aspetto particolare della problematica degli in-
tervalli di riferimento, in quanto sono degli individui
“unici”, non degli adulti in miniatura; i neonati, ed in
particolare i prematuri, presentano una funzione epati-
ca, renale e polmonare immatura; negli anni in cui si
“sveglia” I'orologio biologico della maturazione ses-
suale, le variazioni delle concentrazioni ormonali pos-
sono essere drammatiche. In ambito pediatrico ci tro-
viamo di fronte a due difficolta ulteriori: 1) solo di rado
i produttori forniscono dati circa i “risultati attesi” in
ambito pediatrico; 2) anche una sommaria ricognizione
consente di distinguere, a questo riguardo, aziende “vir-
tuose”® 7’ ed altre molto meno virtuose”™; 3) la rac-
colta di campioni di sangue in bambini sani con il solo
scopo di ottenere valori di riferimento non ¢ conside-
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rato eticamente accettabile. Questa situazione ¢ stata

affrontata con modalita diverse. Una ¢ quella basata su

metodi indiretti per la produzione di intervalli di riferi-
mento o meglio “associati alla salute” (Health Related

Limits) che si ricollegano agli studi pionieristici di 50

anni fa di Pryce® e Hoffmann™. Poiché ¢ praticamente

impossibile ottenere un campione di sangue da un nu-
mero adeguato di soggetti nella fascia di eta compresa
tra 1 giorno e 18 anni di vita, si puo utilizzare quanto
rimane del campione di sangue di bambini ed adole-
scenti ospedalizzati per patologie che non modificano
'analita di interesse. Tecniche per la rimozione degli
outlier, che sono state impiegate, per esempio, da Sol-
din, possono produrre risultati assai interessanti. A tal
riguardo va ricordato che, a rigore, questo approccio
consente di superare uno dei limiti della modalita rac-
comandata dall’IFCC: quello di calcolare gli intervalli

di riferimento su soggetti di riferimento “troppo sani”

e che quindi possono essere addirittura fuorvianti quan-

do sono impiegati nella pratica clinica. Soldin, Brugna-

ra, Wong hanno raccolto, in un volume sicuramente
interessante, degli intervalli di riferimento degli esami
eseguiti per valutare la diagnosi di patologie come la
puberta precoce, la puberta ritardata e 'ovaio polici-
stico, contenuti in articoli pubblicati piu di 30 anni fa,
ottenuti con analizzatori che non sono pit nemmeno
commercializzati®>. Concretamente esistono, a nostro
avviso, tre sole possibilita per migliorare la situazione:

1) “costringere” le aziende ad imitare quelle “best of the
breed” (che producono delle raccolte di intervalli
molto valide per qualita e quantita dei dati). Se la
professione sara sempre piu sistematica e compatta,
¢ verosimile che questo avvenga in tempi rapidi;

2) creare reti di laboratori che possa, sulla stregua del
progetto canadese CALIPER, produrre una banca
dati sufficiente per ottenere dati validi**™;

3) adottare in modo piu diffuso tecniche di data mining
e “metodi indiretti” che hanno gia dato, anche nelle
nostre mani, buoni risultati.

Una recente revisione di quanto ¢ disponibile in rela-
zione agli intervalli di riferimento di un esame “comu-
ne” come il TSH puo aiutare a comprendere le di-
mensioni e 'urgenza del problema. Soldin et al. hanno
riassunto nel loro volume i risultati riportati da sei arti-
coli ed abstract®:

1) Valori che scendevano da < 4.1 (1-12 mesi) a < 3.1
(13-18 anni) mU/L in 569 ospedalizzati e da < 4.0
(1-12 mesi) a < 3.0 (13-18 anni) mU/L in 524 ospe-
dalizzate (divisi in classi di uno-cinque anni). I sog-
gettl sono stati selezionati nell’area di Washington e
gli autori hanno usato un analizzatore DELFIA ed
un approccio basato sulla tecnica di Hoffmann.

2) Intervalli di 0.55-7.10 (1 mese -5 anni) ¢ 0.37-6.00
(6-18 anni) mU/L in 95 ospedalizzati; 0.46-8.10 (1
mese-5 anni) e 0.36-5.80 (6-18 anni) mU/L in 95
ospedalizzate. 1 soggetti sono stati selezionati nel-
’area di Washington e gli autori hanno usato un ana-
lizzatore IMx ed un approccio basato sulla tecnica
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di Hoffmann.

3) Intervalli di 0.80-7.52 (1 mese -5 anni) ¢ 0.61-6.39
(6-18 anni) mU/L in 95 ospedalizzati; 0.70-8.55 (1
mese -5 anni)-0.60-6.18 (6-18 anni) mU/L in 95
ospedalizzate. 1 soggetti sono stati selezionati nel-
’area di Washington e gli autori hanno usato un ana-
lizzatore Immuno I ed un approccio basato sulla
tecnica di Hoffmann.

4) Intervalli di 0.67-4.46 mU/L (< 2 anni) in 36; 0.40-
3.20 (2-6 anni) in 149; 0.30-2.69 (7-13 anni) in 128
and 0.40- 1.90 mU/L (13-18 anni) in 123 ospedaliz-
zati. Gli autori hanno usato un analizzatore ACS ed
un approccio basato sulla tecnica di Hoffmann.
Soldin et al. riportano due ulteriori intervalli di riferi-

mento: uno ottenuto con lanalizzatore Vitros Eci in

un numero di soggetti non specificati di eta compresa
tra 6 mesi e 18 anni (0.5-4.5 mU/L) e un altro ottenu-

to confrontando i risultati ottenuti dall’analizzatore Di-

mension a dati della letteratura (0.67-5.97 nei maschi e

0.59-6.78 mU/L nelle femmine nell’intervallo di eta 1

mese-5 anni; 0.52-5.08 nei maschi e 0.51-4.91 mU/L

nelle femmine nell’intervallo di eta 6-18 anni). La diffi-
colta di ottenere valori di riferimento ¢ confermata da

ulteriori studi recenti compiuti in popolazioni ed im-

piegando analizzatori e tecniche statistiche diverse che

hanno prodotto risultati poco confrontabili.

Zurakowski et al. usando 'analizzatore DELFIA e
tecniche indirette in quasi 6000 maschi e femmine (di-
visiin quattro classi da 5 anni) hanno ottenuto intervalli
di riferimento che calavano da 0.7-6.0 mU/L (in 659
maschi) e 0.7-5.9 mU/L (in 523 femmine) nella classe
1-5 anni a 0.5-4.4 (in 223 maschi) e 0.5-3.9 (in 809
femmine) mU/L nella classe 16-20 anni*.

Elminger et al. hanno ottenuto con I'analizzatore Im-
mulite, seguendo le raccomandazioni IFCC, degli in-
tervalli di riferimento in calo da 0.63-4.12 a 0.52-2.36
mU/L in 393 maschi e 369 femmine divisi in classi di
un anno di 40-80 soggetti selezionati in Germania®’.

Hubner et al. usando l'analizzatore Centaur hanno
calcolato intervalli di riferimento che calavano da 0.30-
5.88 (< 1 anno) a 0.56-4.53 mU/L (15-18 anni) in 460
soggetti selezionati in aree diverse della Germania e
divisi in classi di eta di cinque anni di circa 100 sogget-
&%,

Un gruppo spagnolo usando 'analizzatore Centaur
ha ottenuto intervalli di riferimento che calavano da
0.87-5.55 (7-8 mesi) a 0.66-4.66 mU/L in 371 sogget-
ti in cui i maschi presentavano risultati in genere piu
elevati®.

Djemli et al. hanno riportato i seguenti intervalli di
riferimento in campioni di plasma EDTA ottenuti in
soggetti ospedalizzati usando I'analizzatore Access 2 e
metodi non parametrici dopo trasformazione logarit-
mica: 1.0-5.7 mU/L in 27 femmine e 0.7-5.9 mU/L
in 46 maschi di eta compresa tra 1-24 mesi; 0.90-4.0
mU/L in 101 femmine e 1.00-3.7 mU/L in 106 ma-
schi di 9-10 anni; 0.70-3.40 mU/L in 101 femmine e
0.80-3.9 mU/L in 100 maschi di 11-14 anni; 0.60-3.70
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mU/L in 101 femmine e 0.70-2.8 mU/L in 100 ma-
schi di 15-17 anni®.

Si puo pertanto concludere che, anche nella defini-
zione degli intervalli di riferimento di un esame comu-
ne come il TSH, l'omogeneita e 'affidabilita degli in-
tervalli di riferimento sono molto limitate.
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