Puesta al dia:
pruebas de
laboratorio en
Endocrinologia
y Nutricion

BIOCHEMICAL DIAGNOSIS OF
GROWTH HORMONE DEFICIENCY

Biochemical diagnosis of growth hormone
(GH) deficiency is controversial. Despite
advances in assay design, many factors
inherent to the physiology of GH secretion
and the lack of consensus on
methodological issues hamper resolution
of these controversies. The results
obtained with various assays show wide
variability due to differences in the
antibodies used and the distinct reference
preparations employed for the calibration
of assay Kkits.

Despite its limitations, provocation testing
continues to be performed. However, there
is no definitive clinical or biochemical test
for the diagnosis of GH deficiency.
Endocrinologist should be familiar with the
specificity and limitations of biochemical
tests. Biochemical data should be
interpreted in the clinical context and
should not be the only criterion used to
establish the diagnosis.
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El diagnéstico bioquimico de la deficiencia de hormona de crecimiento
(GH) es un tema controvertido. Los avances tecnoldgicos no han
contribuido a su esclarecimiento debido a muchos factores inherentes a
la fisiologia de la secrecién de GH y a la falta de consenso en muchos
aspectos metodoldgicos. Los resultados obtenidos con los distintos
inmunoandlisis presentan una gran variabilidad por los distintos
anticuerpos utilizados y los diferentes calibradores.

A pesar de sus limitaciones, se sigue utilizando pruebas farmacoldgicas
de estimulo. Sin embargo, no existe en la actualidad ninguna prueba
bioquimica ni clinica definitiva para el diagndstico del déficit de GH.

El endocrindlogo debe conocer la especificidad y las limitaciones de los
métodos de laboratorio. Los datos bioquimicos deben interpretarse en el
contexto clinico y no deben ser utilizados como unico criterio para
establecer un diagnéstico.
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INTRODUCCION

Con el paso de los afios el diagndstico bioquimico de la defi-
ciencia de hormona de crecimiento (GH) sigue siendo un tema
controvertido'. Los avances tecnoldgicos no han contribuido a su
esclarecimiento debido a muchos factores inherentes a la fisiolo-
gfa de la secrecién de GH y a la falta de consenso en muchos as-
pectos metodoldgicos. La heterogeneidad de la molécula de GH se
traduce en distinta reactividad segiin el inmunoandlisis utilizado
para su medida y, como consecuencia, en una variabilidad en los
resultados obtenidos®®.

Consideraremos los aspectos mas relevantes desde el punto de
vista del laboratorio.

METODOS DE DETERMINACION DE HORMONA
DE CRECIMIENTO

En los ultimos 25 afios ha habido muchos cambios en los méto-
dos de determinacion de la concentracion de GH en suero. Los ra-
dioinmunoandlisis iniciales, con anticuerpos policlonales, se si-
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TABLA 1. Caracteristicas de los inmunoanalisis comercializados mas utilizados en los laboratorios clinicos

Fabricante Detecciéon Anticuerpos FC SI GH 20 kDa
DPC Immulite CLM MC/PC 2,6 80/505 63%
Nichols Advantage* LM MC/PC 2,5 80/505 47%
Perkin Elmer Delfia FL MC/MC 2,6 80/505 <0,01%
Beckman Access LM MC/PC 2,6 80/505 <3,7%
Brahms IRMA 125-1 MC/MC 2 80/505 ?

Cis BioHGH 125-1 MC/MC 1,2 98/574 5%
Dia Sorin-IRMA 125-1 MC/MC 2 80/505 100%
Tosoh-Bioscience FL MC/MC 2,6 80/505 <5%
Immuno-tech IRMA 125-1 MC/MC 2 80/505 <5%

125-1: isotopic assay; CLM: chemoluminescent immunometric assay; FC: factor de conversién a unidades internacionales; FL: fluoroimmunoassay; LM: lu-
minometric assay;, MC: monoclonal antibody; PC: polyclonal antibody; SI: estandar internacional.

*Nichols ha interrumpido recientemente el suministro de reactivos.

guieron de métodos inmunorradiométricos con anti-
cuerpos monoclonales. Mds recientemente, éstos han
sido sustituidos por inmunoandlisis no isotépicos, au-
tomatizados, que los han hecho asequibles al laborato-
rio general.

Si bien ha habido importantes avances en la sensibi-
lidad, la precision y el tiempo de respuesta del labora-
torio, se utiliza gran variedad de anticuerpos que no
reconocen de igual manera las distintas formas mole-
culares de GH. Ademas, falta consenso en los calibra-
dores empleados y, en consecuencia, cierta confusion
en las unidades de medida’.

Anticuerpos

La molécula de GH presenta una gran heterogenei-
dad: formas monoméricas de 22 kDa y 20 kDa, for-
mas diméricas, trimeros, oligémeros y distintos frag-
mentos. Su concentracién en sangre circulante varia
intraindividual e interindividualmente, en funcidon de
los picos secretorios y la distinta velocidad de aclara-
miento.

Los anticuerpos utilizados por los distintos inmuno-
andlisis presentan diferente especificidad para cada
una de las formas moleculares y, como consecuencia,
los valores obtenidos con los distintos métodos pre-
sentan una gran variabilidad.

En la tabla 1 se relacionan los inmunoandlisis mds
empleados en la actualidad y el tipo de anticuerpo uti-
lizado®.

Por otro lado, la GH circula parcialmente unida a
una proteina especifica de alta afinidad, la GHBP, que
representa la porcidén extracelular del receptor de GH
y a la vez ejerce un efecto modulador de la vida media
de la hormona. El contenido de GHBP en la matriz de
los calibradores, de los que se trata a continuacidn,
puede influir en los resultados de GH obtenidos®.

Estandarizacion

Los calibradores utilizados en los equipos comercia-
les de reactivos, kits, vienen valorados frente estanda-
res internacionales cuya potencia biol6gica o bioacti-
vidad ha sido establecida previamente por comités de
expertos.
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Los primeros estidndares utilizados (66/217 'y
80/505) procedian de extractos hipofisarios humanos.
Debido a su disponibilidad limitada y a la diferente
proporcién de formas moleculares segin el lote de
procedencia, fueron sustituidos en 1994 por un estan-
dar obtenido por tecnologia de ADN recombinante
(88/624). En el 2001 se aprobd un segundo estandar
recombinante (98/574), similar al anterior, pero en el
que se mejord el control de impurezas. Estos estanda-
res contienen hGH de 22 kDa, de un 95% de pureza, y
su actividad especifica se estableci6 en 3 U/mg!®.

La coexistencia de varios de estos estdndares tiene
como consecuencia que los kits circulantes en el mer-
cado no estdn calibrados frente a un tnico estdndar. A
pesar de que se recomienda el uso de la preparacion
de referencia 88/624, obtenida por ADN recombinan-
te, la mayoria de los inmunoandlisis comercializados
estaban calibrados, hasta muy recientemente, frente al
estandar de origen hipofisario 80/505°.

Unidades

Se intent6 consensuar el uso del estdndar internacio-
nal 98/574, cuya actividad especifica se establecié en
3 U/mg, para calibrar todos los kits comerciales. Los
resultados de las concentraciones de GH podrian ex-
presarse en unidades de masa, molares o de bioactivi-
dad. Sin embargo, las unidades molares no son apro-
piadas, dada la heterogeneidad molecular de la GH.
Las unidades de bioactividad tendrian la ventaja de
mantener la continuidad con datos previos, pero hay
que tener en cuenta que la estructura y la pureza de la
preparacion de referencia se definié en términos fisi-
co-quimicos. Por todo ello, se acordé que la unidades
de masa eran mds apropiadas.

En el proceso de cambio de estandarizacion, todavia
no concluido, muchos fabricantes observaron que los
resultados obtenidos al calibrar con la preparacién
98/574 variaban alrededor del 20%, lo cual creaba
mucha confusién entre los usuarios. Como consecuen-
cia, algunos de ellos establecieron un factor de con-
versién propio. Por ejemplo, Diagnostics Products
Corporation (DPC), distribuidora de los reactivos para
el analizador Immulite 2000, establecié de forma ex-
perimental el factor de conversién 2,4.
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Control de calidad

Un dato significativo es que los programas de con-
trol de calidad externo mads utilizados en Espaia, pro-
movidos por sociedades cientificas, no incluyen la
GH. Los laboratorios deben emplear controles comer-
ciales o adherirse a programas internacionales.

Como prueba de todo lo expuesto, citaremos que el
coeficiente de variacion entre los distintos inmunoana-
lisis (n = 20) para los que estd valorado uno de los
controles comerciales mds utilizados en los laborato-
rios clinicos (Lyphochek Immunoassay Plus Control,
Bio-Rad Laboratories, Irvine, Estados Unidos) esta al-
rededor del 25%, para una media de GH de 9,6 ng/ml,
préxima al punto de corte mas utilizado (fig. 1).

Por todo ello los resultados obtenidos en distintos
laboratorios no son intercambiables.

Condiciones preanaliticas

La concentracién de GH en suero o plasma estd in-
fluida por numerosas variables fisiologicas. Asimis-
mo, la obtencién de las muestras debe cumplir unos
requisitos apropiados.

— La secrecion de GH es pulsatil. La frecuencia y la
amplitud de los picos son variables y siguen un cierto
ritmo circadiano, con una mayor secrecion en la fase
del suefio profundo!'!. Por lo tanto, una determinacién
aislada tiene un valor muy limitado para el diagnésti-
co de la deficiencia de GH.

— Edad. La secrecién de GH es mdxima en la puber-
tad, para ir disminuyendo paulatinamente en la edad
adulta.

— Estrés. Las situaciones de estrés aumentan la se-
crecion de GH. En nifios de corta edad, la ansiedad
que acompafia a la extraccion de sangre puede causar
un aumento de secrecioén que inhiba la posterior res-
puesta a estimulos farmacoldgicos, pero que por si
mismo constituye un indice de una reserva adecuada.

— Obesidad. La secrecién de GH se correlaciona in-
versamente con el indice de masa corporal (IMC). En
general los niflos obesos presentan menor tasa de res-
puesta a estimulos farmacoldgicos.

— Obtencion de muestras. La extraccién de sangre
para la determinacién de GH se debe realizar con el
paciente en ayunas. Aunque en la mayoria de los labo-
ratorios se utiliza suero para el andlisis, el plasma ob-
tenido con EDTA o heparina es igualmente apropiado.
Las muestras deben congelarse a =20 °C si no se pro-
cesan el mismo dia o0 a —80 °C para tiempos prolonga-
dos. La lipidemia intensa, la bilirrubinemia y la hemo-
lisis pueden causar interferencias.

GH en orina

La concentracién de GH en orina es muy inferior a
la concentracion en suero. Los kits normalmente utili-
zados para su determinacién en plasma no tienen sufi-
ciente sensibilidad para detectar la GH urinaria. Ini-
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Fig 1. Resultados obtenidos en los distintos niveles del (A alto,
B medio y ® bajo) control comercial Lyphochek Immunoassay
Plus Control (BIO-RAD), en los diferentes métodos.

cialmente se introdujeron en ellos modificaciones para
aumentar la sensibilidad. Posteriormente aparecieron
métodos comercializados. En cualquier caso, en la ac-
tualidad ha decrecido el interés por la GH urinaria,
como se comenta mds adelante.

EXPLORACION FUNCIONAL EN LA
INFANCIA

Debido al patrén de secrecidn pulsétil, una determi-
nacién aislada de GH carece de valor en la sospecha
de la deficiencia de GH (DGH). Existe consenso en
que son necesarias dos pruebas de estimulo para el
diagnéstico.

Pruebas de estimulo

Si bien se han utilizado algunas pruebas fisioldgicas
(suefio y ejercicio), las pruebas mds frecuentemente
usadas en la actualidad son farmacoldgicas. Existen
mas de 30 descritas®, aunque las mas practicadas son la
hipoglucemia insulinica, la prueba de clonidina, la de
arginina y la de glucagén. La hipoglucemia insulinica
es el estandar, si bien se ha de considerar el riesgo de
hipoglucemia grave'?. Un estudio reciente investiga el
efecto de la administracién oral de glucosa durante la
prueba, para ayudar a la recuperacién de la hipogluce-
mia, en la respuesta de GH y cortisol, y concluye que
ésta es menor'. Sin embargo, cuando las pruebas son
realizadas por personal con experiencia y con supervi-
sién médica, los riesgos se minimizan. Se recomienda
utilizar, en cada centro, las mismas pruebas a lo largo
del tiempo, puesto que facilita su interpretacién'®,

Sus principales limitaciones son:

— Puntos de corte arbitrarios, para definir una “res-
puesta normal”. La concentracién que establece la
DGH ha variado en los dltimos 40 afios de 5 ng/ml en
1968 a 7 ng/ml en 1974 y a 10 ng/ml en 1995. Estos
cambios han estado relacionados con la disponibilidad
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de GH, mas que con los cambios en los métodos de
medida de su concentracién. Actualmente el punto de
corte aceptado es 10 ng/ml'>,

— Variabilidad de la respuesta segtin el estimulo uti-
lizado, la edad, el sexo, el estadio puberal, la obesi-
dad, la hora del difa y el entorno psicosocial.

— Hay pocos datos sobre la respuesta a estas pruebas
en nifios con velocidad de crecimiento normal.

— En edades peripuberales se ha demostrado que la
administracion previa de estradiol en nifias y testoste-
rona en niflos mejora la respuesta a las pruebas de es-
timulo. Sin embargo, no hay consenso sobre su uso'®.

— Se ha observado una baja reproducibilidad en la
respuesta de GH, tanto a pruebas farmacoldgicas
como fisioldgicas'’.

— Variabilidad segin el método utilizado para medir
la concentracion de GH, como se ha comentado. Los
actuales inmunoandlisis pueden dar concentraciones
de GH 2-3 veces inferiores que los antiguos radioin-
munoanalisis, mientras que los valores de corte no han
sufrido una variacion paralela®'8-20,

Por dltimo, se cuestiona la utilidad de las pruebas de
estimulo en el diagndstico de la DGH en nifios con ta-
lla baja. En su mayoria son molestas para el paciente,
no estdn exentas de riesgos y poseen serias limitacio-
nes como hemos comentado. En algunos paises, como
Australia, se ha abandonado estas pruebas y los crite-
rios auxoldgicos son los que deciden qué pacientes re-
quieren tratamiento®.

Secrecion espontanea

Aunque es el unico método que proporciona infor-
macién sobre la verdadera secrecion fisioldgica de la
hormona, muy utilizado en la década de los ochenta,
cuando estaba vigente el concepto de “disfuncion neu-
rosecretora” como indicaciéon de tratamiento?!, los
problemas relacionados con su elevado coste econd-
mico, que requiera ingreso hospitalario y multiples
determinaciones, las dificultades para establecer un
dintel de normalidad y su limitada reproducibilidad
han hecho que su uso, en la actualidad, esté reservado
a casos muy especiales.

Hormona de crecimiento en orina

La buena correlacion entre la concentracion integra-
da de GH, obtenida en el estudio de secrecién espon-
tdnea, y la excrecién de GH en orina despert6 interés
varios afios. Sin embargo, el solapamiento de valores
obtenidos entre nifios con talla baja y nifios normales
y su pobre reproducibilidad hicieron que también se
abandonara su uso en la clinica asistencial.

EXPLORACION FUNCIONAL EN EL ADULTO

El tratamiento con GH estd indicado tnicamente en
pacientes con déficit. La guia de consenso de la
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Growth Hormone Society y, més recientemente, la de
la Endocrine Society establecen los criterios diagnds-
ticos y las pruebas de estimulo apropiadas®?.

En adultos con deficiencia de GH de comienzo en la
infancia, el diagnéstico debe confirmarse. En pacien-
tes con sospecha de deficiencia de GH de comienzo
en la edad adulta, basada en antecedentes de enferme-
dad hipotdlamo-hipofisaria, cirugia o irradiacidn, se
ha sefialado que la probabilidad de déficit de GH au-
menta segtn el nimero de déficit hormonales acom-
panantes (en pacientes con déficit de 3 o 4 hormonas
hipofisarias, la probabilidad de déficit de GH es de un
91-100%), de tal forma que en estos pacientes una
concentracion de factor de crecimiento similar a la in-
sulina 1 (IGF-1) disminuido confirmaria el diagndsti-
co y haria innecesarias las pruebas de estimulo. De to-
das formas, la prueba de eleccién, para la mayoria de
los autores, es la hipoglucemia insulinica (ITT), siem-
pre que el paciente no tenga antecedentes de cardiopa-
tfa isquémica, convulsiones o edad superior a 60 afios.
El diagndstico se ha establecido en una respuesta de
GH < 3 ng/ml*.

Se ha indicado que la administracién combinada de
arginina, que reduce la secrecién hipotaldmica de so-
matostatina, y somatorrelina (GHRH) constituye un
potente estimulo de la secrecién de GH y podria ser
una alternativa a la ITT. La prueba tiene menos efec-
tos secundarios y estd menos influida por la edad o la
obesidad. La principal limitacion estd en los pacientes
con DGH de origen hipotaldmico, como los que han
recibido irradiacién, en los que la respuesta puede ser
normal. En tales casos, si la ITT esta contraindicada,
se ha propuesto el uso de arginina sola, poniendo un
punto de corte inferior. Recientemente la Endocrine
Society ha publicado unas guias de préctica clinica en
las que, con base en los resultados obtenidos en estu-
dios multicéntricos, se establece que un punto de corte
para la respuesta de GH de 5,1 ng/ml para la prueba
de ITT y de 4,1 ng/ml para la prueba de arginina-
GHRH tendria suficiente sensibilidad y especificidad
para el diagnéstico del DGH en el adulto®.

Otros estimulos alternativos podrian ser glucagén,
clonidina, levodopa, etc. Todos ellos con menos sensi-
bilidad y especificidad diagndsticas.

El diagnéstico bioquimico de la DGH en el paciente
adulto es, si cabe, mds controvertido que en el nifo.
Las pruebas diagndsticas poseen las mismas limitacio-
nes ya comentadas, y en este caso las manifestaciones
clinicas son mds sutiles e inespecificas®*. Ademds, la
secrecion de GH disminuye con la edad, por lo que
son necesarios puntos de corte apropiados.

FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR
A LA INSULINA Y SUS PROTEINAS
DE TRANSPORTE

La medida de la concentracién en plasma de los di-
ferentes componentes del sistema IGF, en especial del
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IGF-1, es de gran utilidad en el diagndstico bioquimi-
co de la DGH. Por otra parte, ofrece datos mds “ro-
bustos” que la propia GH, debido a su mayor estabi-
lidad a lo largo del dia. Este tema ha sido tratado re-
cientemente®.

CONCLUSIONES

Como ya se ha dicho, el diagnéstico bioquimico de
la DGH sigue siendo un tema controvertido. No existe
en la actualidad ninguna prueba bioquimica ni clinica
definitiva para el diagnéstico del déficit de GH, tam-
poco una prueba de referencia. El endocrin6logo debe
conocer la especificidad y las limitaciones de los mé-
todos de laboratorio.

Ademas, la secrecion de GH no es un fendmeno de
“todo o0 nada”: no hay un limite preciso que determine
la suficiencia o la insuficiencia, sino una graduacién
continua entre el déficit total y la secrecién normal, e
incluso los estados transitorios de déficit de GH son
un hecho bien documentado.

Los datos bioquimicos deben interpretarse en el
contexto clinico y no deben ser utilizados como tinico
criterio para establecer un diagndstico.
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