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AVANCES, TENDENCIAS
Y CONTROVERSIAS

CONTROVERSIAS EN EL DIAGNOSTICO BIOQUIMICO
DE DEFICIT DE HORMONA DE CRECIMIENTO

Dres. E. A. Chaler, M. Maceiras, J. M. Lazzati, M. Mendioroz, M. A. Rivarola*,

A. Belgorosky**

INTRODUCCION

El crecimiento es una propiedad inherente de
la vida. El crecimiento normal somatico requiere
de la integracién de funciones hormonales, meta-
bélicas, y de otros factores involucrados en el eje
hipotalamo-hipofisario.

El componente hipotalamico que estimula la
liberacion de Hormona de Crecimiento (GH), es
el sistema Factor Liberador de Hormona de Cre-
cimiento (GHRH). Mientras que el principal factor
inhibitorio es el factor inhibidor de GH (GHIF).
Existen receptores especificos para cada uno en
células de la hipéfisis anterior, GHRHR y GHIFR
respectivamente.

En respuesta al estimulo de GHRH la adeno-
hipoéfisis anterior produce GH, la cual es un pép-
tido de una sola cadena de 191 aminoéacidos co-
dificada por el gen de GH-1; y que es regulado po-
sitivamente por neurotransmisores serotoninérgi-
cos, dopaminérgicos, _ adrenérgicos, la L-Dopa
y el suefio; y negativamente por receptores _ adre-
nérgicos".

La produccién de GH es controlada casi ex-
clusivamente por el sistema nervioso central, se
produce en forma pulsatil de forma que, mas de
la mitad de la cantidad total liberada diariamen-
te, pasa a la sangre durante el suefo; es libera-
da a la circulacién donde es transportada por una
proteina de unién especifica, denominada Protei-
na Transportadora de GH (GHBP).

El diagnéstico de la deficiencia de GH (GHD)
en la infancia es un proceso multifactorial que re-
quiere una evaluacion clinica y auxoldgica, com-
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binada con pruebas bioquimicas del eje GH-IGF-
| y evaluacién radiolégica?.

La evaluacion bioquimica mas difundida del
eje GH-IGF-1 es por un lado la determinacién de
la concentracion de la GH sérica basal y la res-
puesta de la GH a estimulos farmacolégicos. Por
otro lado la evaluacién del mediador biolégico de
la GH sobre el crecimiento lineal, el sistema de
IGFs, siendo el IGF-I el mas utilizado®.

En el sistema de IGFs participan los IGFs (IGF-
I, IGF-II), y las proteinas de unién especificas, de-
nominadas proteinas que unen especificamente
IGFs (IGFBPs). Existen 6 IGFBPs pero las que es-
tan reguladas por GH son la IGFBP-3 y IGFBP-5.
Los IGFs circulan en complejos binarios unidos es-
pecificamente a las IGFBPs pero alrededor del 80%
circulan en forma de complejos ternarios con la
IGFBP-3 y una proteina que también tiene su sin-
tesis regulada por GH, la Proteina Acido Labil (ALS).

Analizando los componentes del sistema, y en
acuerdo con lo publicado en la literatura interna-
cional en el servicio de Endocrinologia del Hos-
pital de Pediatria Garrahan hemos propuesto la
siguiente estrategia para definir el déficit de GH
(DGH) combinando aspectos bioquimicos y para-
metros auxolégicos.

Evaluacion de:

1) Respuesta de los niveles de GH sérica a tests
de estimulos farmacoloégicos.

2) Los niveles séricos de IGF-1y de IGFBP-32.

3) Correlacién de los criterios bioquimicos de diag-
néstico con parametros auxoldégicos durante
el primer afio de tratamiento con Hormona de

Crecimiento recombinante humana.

Sin embargo a pesar que esta estrategia no
parece generar controversias, la experiencia ha
demostrado que realizar diagnéstico de DGH fre-
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cuentemente resulta ser controvertido si no se
realiza con la rigurosidad y conocimiento de su
problematica.

1) Respuesta de los niveles de GH sérica a
tests de estimulos farmacolégicos (TF).
Definicion del limite de Corte diagndstico

Diversos estudios han confirmado que la secre-
cion de GH es pulsatil por lo cual los niveles sé-
ricos basales no son totalmente informativos pa-
ra evaluar una alteracion de su secrecion. Los TF
de estimulo de la secrecién de GH representan
una herramienta valiosa para evaluar una altera-
cion en la secrecion de GH.

Dado que la producciéon de GH es dependien-
te de hormonas tiroideas y glucocorticoides, en el
caso de deficiencias concomitantes, estas deben
ser adecuadamente sustituidas previo al estudio
del eje GH-IGFs.

El criterio universalmente aceptado para des-
cartar el diagndstico de DGH es que se obtenga
un valor igual o por encima del corte diagndstico
en uno de los dos test de estimulo farmacolégi-
cos realizados.

El trabajo de Marin y col* aporta informacion so-
bre la variabilidad de respuesta de GH en nifios
normales y una evidente dependencia de los ni-
veles estimulados maximos de GH en relacién al
desarrollo puberal. También han demostrado que
el pre-tratamiento con etinil-estradiol (40 pg/m?
por dos dias) permitié incrementar la respuesta
maxima de GH a los TF., Por otro lado el estudio
realizado por Martinez y col* muestra que el pre-
tratamiento con estradiol micronizado a una do-
sis de 1-2 mg/dia, incrementa la sensibilidad y
especificidad diagnostica de GHD de los TF ba-
jo estimulo con Arginina y Clonidina. Resultados
similares fueron obtenidos con el pretratamiento
con estradiol transdérmico®.

Aunque no existe un acuerdo generalizado so-
bre la necesidad del pre-tratamiento con esteroi-
des sexuales, la Comision Nacional Asesora para el
tratamiento con Hormona de Crecimiento del Minis-
terio de Salud Publica de la Nacién, por resolucion
120 del afo 1992, recomienda el pre-tratamiento
con esteroides sexuales (estrogenos o testostero-
na inyectable 100 mg por via intramuscular 7 dias
antes de la prueba) cuando el paciente presenta
una maduracion esquelética igual o mayor a 8 anos
evaluada con el método de Greulich y Pyle.

Definir cual es el punto de corte diagndstico pa-
ra el diagnéstico de DGH, generd y aun genera
controversias, ya que los diferentes inmunoensa-
yos arrojan resultados muy diferentes y no exis-
te un acuerdo de armonizacion de los mismos.

Las posibles causas de resultados discrepan-
tes entre los diferentes inmunoensayos podrian
ser secundarias a°":
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1) Diferentes estandares de referencia utilizados
en los ensayos de GH®.

2) Heterogeneidad de las formas circulantes de
GH, Formas monomeéricas y oligomericas y
complejos con proteinas transportadoras.

3) Interferencia de la GHBP enddgena. (fue su-
perada en los ensayos de ultima generacion).

4) Diferentes epitopes reconocidos por los dife-
rentes anticuerpos. (posiblemente la mayor
fuente de discrepancia entre ensayos).

5) Matriz en que estan preparados los calibrado-
res, ya que no todos estan preparados en sue-
ro lo que pueden generar diferencias con los
resultados obtenidos en los pacientes.

Los TF estan descriptos desde los anos 60’; la
hipoglucemia insulinica, descripto por Roth & col
(1963)°, Arginina (Marrimee & col, 1965 y Parker
& col en 1967"), Ejercicio (Keenan & col*, y Buc-
kler & col™ en 1972), L-Dopa (Weldon & col en
1973"), y Clonidina (Gil-Ad & col en 1979"%). En
estos estudios iniciales los niveles de GH sérica
eran evaluados mediante radioinmunoensayo, en
presencia de anticuerpos policlonales. Con esta
metodologia se definidé un limite de corte diag-
nostico para evaluar la respuesta de la GH séri-
ca luego de los TF de 10 ng/ml.

A partir de los anos 80’ y 90’ la generalizacion
de los ensayos de GH, la utilizacion de anticuerpos
monoclonales, el cambio de estandar de referen-
ciay la aparicion de métodos automatizados, hizo
que la discrepancia fuera un problema a tener en
cuenta para la interpretacion de resultados’.

El cambio metodoldgico de los equipos de diag-
noéstico comerciales para la mediciéon de los nive-
les séricos de GH generd controversias sobre cual
era el limite de corte diagnostico, lo que aun pro-
voca comentarios en la literatura internacional, su-
giriendo que el limite de corte de 10 ng/ml inicial-
mente definido debe ser reanalizado en funcién
de las metodologias'. Por lo tanto definir correc-
tamente el limite de corte diagnostico impacta
fuertemente en las decisiones terapéuticas.

En nuestro medio los TF utilizados son la infu-
sién de Arginina (0.5 g/kg de peso durante 30 mi-
nutos, dosis maxima de 30g) y Clonidina (100
pg/m?). Este ultimo solo puede ser utilizado en ni-
nos mayores de 12 meses de edad cronoldgica.

Con el objetivo de precisar el diagnostico de
DGH en el Servicio de Endocrinologia del Hospi-
tal de Pediatria Prof. Dr. Juan P. Garrahan, en el
afo 2001 se realizo una comparacion bioquimi-
ca, para lo cual a partir de un grupo de sueros
que cubrian todo el rango de medida, se evalud
la GH sérica por distintos métodos y en algunos
casos el mismo método, con diferente estandar de
referencia.

El método SER 66/217 Maia Clone para eva-
luar GH sérica, tiene condiciones de desempefio
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similares a los ensayos que se utilizaban en los tra-
bajos originales, utiliza como estandar de refe-
rencia el 66/217, y como anticuerpos, un set de
monoclonales que identifican todas las formas
circulantes de GH (GHtotal); este comportamien-
to fue comprobado en la practica.

Con los resultados obtenidos para todos los
meétodos de evaluaciéon de la GH sérica, se reali-
z06 una regresion lineal y se calcul6 cual era el va-
lor para cada método, cuando por el ensayo SER
66/217 el resultado era de 10ng/ml. Los valores
obtenidos variaron segun la especificidad de la
forma molecular evaluada y el estandar de refe-
rencia utilizado en cada ensayo (Tabla 1).

Un estudio estadistico (Bland y Altman modi-
ficado) demostr6 que estas relaciones se mantie-
nen a lo largo de todas las concentraciones men-
surables.

Por lo tanto podemos afirmar que para méto-
dos que miden todas las formas de GH circulan-
te el punto de corte es 10 ng/ml, como estaba
publicado, para métodos que evaluan la forma
22kDa. Para otras formas el corte esta entre 6 y
7 ng/ml y para métodos que evaltuan solo la for-
ma 22K el corte esta entre 4 y 5 ng/ml, finalmen-
te para el método que mide la forma 22K y usa el
estandar de referencia 88/624 el corte diagnosti-
co es 3 ng/ml. (ver Tabla 1).

2) IGF-l1 e IGFBP-3 como parametros
bioquimicos de DGH
El dosaje de IGF-1 e IGFBP-3 es utilizado pa-
ra la valoracion del eje GH-IGFs-IGFBPs, en DGH,
como asi también para monitorear el tratamiento
con rhGH (21). Se han descripto discrepancias en

el dosaje del IGF-I sérico en los valores obtenidos
con diferentes inmunoensayos®?. Los valores nor-
males obtenidos en nuestro servicio muestran un
incremento de los valores de IGF-1 e IGFBP3 du-
rante los primeros anos de vida, como fue descrip-
to, y reflejan la presencia de un dimorfismo se-
xual en los valores de IGF-1 sérica en la prepu-
bertad tardia y la pubertad temprana (Figura 1).

Juul y col no encuentran diferencias significa-
tivas de IGF-I sérica entre varones y mujeres, pe-
ro utiliza un radioinmunoensayo con extraccion
alcohol-acido?*; Sin embargo la presencia de di-
morfismo sexual es un tema controvertido sobre
todo durante el periodo peripuberal®?. Si se tie-
ne en cuenta que los niveles séricos de estradiol
son mayores en nifas que en ninos durante la
prepubertad®, se podria especular que el diferen-
te medio estrogénico, podria condicionar el di-
morfismo sexual observado. Ademas es impor-
tante remarcar que en nifios menores a 4 afos de
edad cronoldégica, la capacidad de discriminacion
diagnéstica de DGH de los niveles séricos de IGF-
| es claramente menos informativa®.

Por otro lado se ha descripto que la evalua-
cion de los niveles séricos de IGFBP3, si bien pre-
senta una alta especificidad para el diagnostico
de DGH, la sensibilidad es menor si se la compa-
ra con la del IGF-12.

3) Correlacion de los criterios bioquimicos de
diagnodstico con parametros auxolégicos du-
rante el primer afo de tratamiento con Hor-
mona de Crecimiento recombinante humana
Con el objeto e validar el limite de corte diag-

noéstico de la respuesta de la GH sérica a los TF,

TABLA 1: ENSAYOS SERICOS DE GH COMPARADOS EN ESTE ESTUDIO: CARACTERISTICAS DE LOS ENSAYOS.

ensayo Isotépico/ Anticuerpos Estindar de Especifico aCV%i CV%e Valor de y para
no isotépico referencia para 22kDa x=10ng/ml en SER
(WHO IRP) 66/217

SER 66/217 I M/M IRP 66/217 cNo 5.0 7.0

SER 80/505 1 M/M IRP 80/505 No 8.3 11.7 10.11

SER 88/624 1 M/M IRP 88/624 No 4.2 5.9 4.39

IMM 80/505 I M/M IRP 80/505 Si 6.6 9.3 5.04
DELFIA 80/505 N M/M IRP 80/505 Si 3.3 4.7 4.81

DSL 80/505 I M/M IRP 80/505 Si 7.8 11 4.16

DPC Q 80/505 N M/M IRP 80/505 No 6.0 8.5 6.11

NI 80/505 I M/M IRP 80/505 No 5.4 7.7 6.53

DPC RIA 66/217 1 P IRP 66/217 No 13 18 7.21

DSL 88/624 1 M/M IRP 88/624 Si 7.8 11 2.95

a. CViy Cve, Coeficiente de variacion inta y entreensayos, respectivamente.
b. I: isotopico; N: no isotopica; M: anticuerpo monoclonal; P: anticuerpo policlonal.
c. “No” indica no especifico o que la informacion no fue disponible.
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Figura 1: Rango de referencia de IGF-1 e IGFBP-3 séricas.

en el aflo 2006 se evalud con qué sensibilidad y
especificidad los limites de corte diagnéstico es-
tablecidos con 2 métodos diferentes para la me-
dicion de GH, eran capaces de diferenciar pacien-
tes con y sin DGH®.

Dado que en el estudio de Ranke et col™ se
observd una correlacion inversa entre la veloci-
dad de crecimiento (VC) durante el primer afio de
tratamiento con rhGH y el pico maximo (pMax) de
la GH sérica en respuesta al TF, en nuestro estu-
dio se utilizé la VC durante el primer afio de tra-
tamiento como parametro de respuesta clinica.
Los pacientes con DGH incluidos en el estudio
presentaban los siguientes parametros auxoldgi-
cos: talla (SDS) <-2.0 y VC (SDS) <-1.3 y bioqui-
mico niveles séricos de IGF-1(SDS) <-1.67, de

acuerdo a lo previamente definido por Boquete y
col’.

Se selecciond un grupo de pacientes bajo tra-
tamiento con GH, con TF en un amplio rango de
respuestas, los pMax de la GH sérica obtenidos
fueron medidos por dos métodos, uno que mide
GHtotal y otro que evalla especificamente la iso-
forma molecular biolégicamente mas activa
(22kDa).

En primer lugar se hallé al igual que lo obser-
vado en el estudio de Ranke y col (19) una corre-
lacién negativa y significativa entre el pMax de
GH y la VC durante el primer afio con los dos mé-
todos de medicién. (Figura 22).

Se construy6 una curva ROC y se encontré
que una VC de +1.91 SDS durante el primer afio
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Figura 2: La correlacion entre el VC SDS durante el primer afio de tratamiento con rhGH y el pMax de GH de respuesta
a test farmacoloégicos, para ambos Ghtotal (panel izquierdo) y GH 22kDa (panel derecho). Un correlacion negativa fue en-
contrada. El mejor punto de corte diagnostico VC SDS previamente definido (1.91 SDFS) fue usado para leer el corres-
pondiente valor en suero de GH, sobre ambas curvas de regresién. Triangulos abiertos: pacientes GHD; triangulos cerra-

dos: pacientes sin déficit.
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de tratamiento es el mejor indicador en cuanto a
sensibilidad y especificidad, para diferenciar los
pacientes con DGH, de aquellos que no lo tienen
(Figura 3%°). Ademas se pudo establecer que los
limites de cortes diagnostico para GHtotal de10,32
ng/ml y para GH22kDa de 5,38 ng/ml en funcién
de la VC en el primer afno de tratamiento, podrian
discriminar con una sensibilidad del 74% y una es-
pecificidad del 84% los pacientes con y sin DGH
Estos resultados avalan los limites de corte diag-
nostico de la respuesta de la GH sérica a los TF
definidos en el laboratorio de diagndstico clinico
del servicio de Endocrinologia del Hospital de Pe-
diatria Garrahan.
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Figura 3: Curva ROC estable el mejor umbral VC-SDS, que
durante el primer afio de tratamiento con rhGH diferencia
pacientes con GHD de aquellos sin déficit. Una VC SDS de
1.91 fue definida como el mejor umbral con un sensibili-
dad del 74% y una especificidad del 84% (flecha).

CONCLUSIONES

Los indicadores principales del déficit de cre-
cimiento son parametros auxolégicos; una talla o
velocidad de crecimiento por debajo de la media
de la poblacion, pueden ser detectados por el nu-
cleo familiar o el entorno social. La evaluacién
por el especialista definira la estrategia para eva-
luar la etiologia entre las cuales podra incluirse
la evaluacién del eje GH-IGFs.

El diagndstico bioquimico del DGH se basa en
respuestas a test de estimulos farmacologicos de
la GH sérica. Los primeros reportes propusieron
que una elevacion a mas de 10 ng/ml como acep-
table, pero otros valores también han sido usados.
Sin embargo el reemplazo de ensayos bioquimi-
cos que utilizan anticuerpos policlonales que eva-
[an todas las formas de GH circulante (GHtotal),
por ensayos que utilizan anticuerpos monoclona-
les que solo miden la forma de 22kDa, generd gran-
des discrepancias en los resultados obtenidos.
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Es importante tener en cuenta que el limite de
corte diagndstico de la respuesta de GH sérica
en tests farmacolégicos, varia segun el inmunoen-
sayo utilizado.

Es importante remarcar que todo limite de cor-
te es por definicion arbitrario y necesariamente
intenta balancear la sensibilidad y la especifici-
dad. Ademas la DGH pareceria ser un espectro
continuo desde alteraciones minimas hasta defi-
ciencias totales.

Otra evaluacién bioquimica que se ha descrip-
to como capaz de diagnosticar DGH, es la medi-
da del IGF-1 sérico; esta medida debe ser reali-
zada utilizando rangos de referencia para el mé-
todo utilizado por edad, sexo, desarrollo puberal
de la poblacién en estudio. Los niveles de IGF1 e
IGFBP3 séricos deben informarse ademas de en
sus valores absolutos, en unidades de desvio es-
tandar, ya que varian con la edad a lo largo de la
ninez y la pubertad. Se debe tener en cuenta que
en los nifios que presenten alteraciones cronolé-
gicas de la pubertad (adelanto o atraso) la expre-
sion de IGF1 e IGFBP3 deberia referirse al desa-
rrollo puberal del paciente.

Finalmente el pediatra debe estar alertado que
el diagnéstico de DGH es un tema controvertido
y que si bien existen equipos comerciales que fa-
cilitan la determinacion de los niveles séricos de
GH, IGF-1 y IGFBP-3, la interpretacién de los re-
sultados debe ser realizada por profesionales bio-
quimicos con amplia experiencia en el tema.
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