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Resumen

La evaluacion del eje somatotropo resulta compleja
en parte por su propia fisiologia: la secrecion pulsatil
de la hormona de crecimiento (GH), su regulacion,
la variacion de la secrecion en diferentes etapas de
la vida, etc. que dificultan el establecimiento de nor-
malidad o suficiencia y obliga a realizar pruebas de
estimulacion o supresion para diagnosticar el déficit
0 el exceso de secrecion, respectivamente. La inter-
pretacion de las concentraciones de GH histérica-
mente habian presentado grandes dificultades por
la variabilidad de los resultados en funciéon del inmu-
noensayo empleado. Esto propicié la necesidad de
consensuar criterios en relacion a la estandarizacion
de los ensayos y la especificidad de los anticuerpos
que fueron aprobados por la mayoria de las socieda-
des cientificas internacionales. En los Ultimos afios la
aplicacion de estos criterios se ha traducido en una
mejor comparabilidad de los resultados de GH.

Palabras clave: hormona de crecimiento, IGF,
IGFBP-3 , Subunidad acido labil, inmunoensayo, es-
tandarizacion.

Las concentraciones de IGF-1 y algunas de sus
proteinas transportadoras reflejan la secrecion in-
tegrada de GH aunque también estan regulados
por otros multiples factores que pueden afectar su
expresion y su accion. La determinacion de IGF-1
presenta dificultades metodoldgicas debido a que
circula en su mayor parte unido a proteinas trans-
portadoras que interfieren en su determinacion. En
la actualidad existen grandes discrepancias en los
resultados de IGF-1 obtenidos por distintos inmu-
noensayos. Existen nuevos métodos para evaluar
la IGF-1 biolégicamente activa, aunque no estan
extendidos en la practica clinica.

El objetivo de este trabajo es revisar los aspectos
fisiolégicos y metodoldgicos para la correcta inter-

pretacion de las pruebas de valoracion del eje so-
matotropo.

Introduccién

El diagnostico bioquimico de los trastornos del eje
somatotropo se realiza mediante la determinacion
de las principales hormonas de este eje, la hormo-
na de crecimiento (GH), los factores de crecimiento
a través de los cuales realiza su accion y algunas
de sus proteinas transportadoras, reguladas a su
vez por la propia GH.

La evaluacion de este eje resulta compleja en par-
te por aspectos inherentes a su propia fisiologia:
la hormona de crecimiento tiene una secrecion
pulsatil y un ritmo circadiano con picos maximos
coincidiendo con las fases del suefio profundo, su
regulacion neuroendocrina es compleja ya que se
halla regulada por factores estimuladores hipotala-
micos (GHRH) o del cortex cerebral e inhibidores
(somatostatina), y las pautas de secrecion presen-
tan grandes variaciones en las diferentes etapas
de la vida, en funcién del sexo, de la edad y del
estadio puberal, etc. que dificultan el estableci-
miento de normalidad o suficiencia de secrecion
de GH y obligan a realizar pruebas de estimulacion
o0 de supresion para diagnosticar la presencia de
déficit o de exceso de secrecion de GH, respecti-
vamente. La interpretacion de las concentraciones
plasmaticas de GH medidas por inmunoensayos
histéricamente habia presentado grandes dificulta-
des por la gran variabilidad de los resultados en
funcién del inmunoensayo empleado. Esto puso en
evidencia la necesidad de consensuar criterios en
relacion a las principales causas de confusion de
los inmunoensayos como son la estandarizacion y
la especificidad de los anticuerpos empleados, que
fueron aprobadas por la mayoria de las sociedades
cientificas internacionales. En los ultimos afios se
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ha universalizado la aplicacion de estos criterios lo
que se ha traducido en una mejor comparabilidad
de los resultados de GH.

Las concentraciones de IGF-1 y algunas de sus
proteinas transportadoras tienen una produccion
fundamentalmente hepatica y reflejan la secrecion
integrada de GH pero también estan regulados por
multiples factores como por ejemplo citocinas, fac-
tores de crecimiento, lipoproteinas, hormonas este-
roideas, etc. que pueden afectar en gran manera
Su expresion y su accion. La determinacion de las
concentraciones plasmaticas de IGF-1 presenta
ademas dificultades desde el punto de vista meto-
dolégico debido a que circula en su mayor parte uni-
do con gran afinidad a proteinas trasportadoras con
las que forman complejos de alto peso molecular
que interfieren en su determinacion. Actualmente se
estan llevando a la practica clinica nuevos métodos
utilizados en plataformas de investigacion, como por
ejemplo la espectrometria de masas que se propo-
ne como alternativa a los inmunoanalisis; asimismo
se han desarrollado métodos que pueden evaluar la
IGF-1 biolégicamente activa, que aungue no estan
extendidos en la practica clinica podrian abrir nue-
vas vias de conocimiento en el futuro.

El objetivo de este trabajo es revisar los aspectos
fisioldgicos y metodoldgicos que es importante co-
nocer para la correcta interpretacion de las pruebas
de valoracion del eje somatotropo.

PROBLEMATICA EN LA DETERMINACION DE GH

Debido a la naturaleza pulsatil de la secrecion de la
GH, la medida aislada de la concentracion de GH
plasmatica tiene escaso interés diagnostico. Las
pruebas para diagnosticar el déficit de secrecion de
GH valoran fundamentalmente el incremento de GH
en respuesta a estimulos fisioldgicos o farmacologi-
cos, mientras que para detectar un exceso de se-
crecion se evalla la capacidad de inhibicion de la
secrecion de GH. Sin embargo la secrecion de GH
tanto estimulada como espontanea varia en funcion
de la edad, el sexo, el estadio puberal y del estado
nutricional del individuo. Es, por lo tanto, practica-
mente imposible disponer de valores de referencia
para las diferentes pruebas, en las distintas edades,
sexo y estadios puberales. Asi pues, en general,
suelen adoptarse los valores de corte publicados
en la literatura o consensuados internacionalmen-
te. Durante muchos afios se ha utilizado el punto de
corte de 10 ng/mL que fue establecido en los afios
70s utilizando radioinmunoensayos policlonales. Sin
embargo, la concentracion de GH medida depende
del método utilizado y no siempre es posible extra-
polar los resultados de GH obtenidos con distintos
métodos. Esta falta de concordancia en los resulta-
dos de GH medidos por diferentes inmunoensayos
tiene varias causas, si bien hay que reconocer que

el esfuerzo realizado por las diferentes Sociedades
Cientificas para homogeneizar algunos de los facto-
res responsables de las discrepancias, sobre todo
en relacion a la estandarizacion y a la especificidad
de los anticuerpos de los inmunoensayos, estd em-
pezando a dar sus frutos y en los Ultimos afios se
ha conseguido disminuir en gran medida la variabi-
lidad.

Causas de variabilidad en los inmunoensayos
para medir hormona de crecimiento.

Heterogeneidad de la molécula de la GH

La GH es una proteina secretada por las células so-
matotropas de la hipdfisis anterior que tiene 191 ami-
noécidos (aa) y una estructura tridimensional condi-
cionada por la presencia de 2 puentes disulfuro. Esta
codificada por el gen GH1 localizado en el brazo lar-
go del cromosoma 17. El mRNA de GH1 se traduce
principalmente en una proteina de 191 aa y un peso
molecular de 22 kD que es la forma de GH circulante
mas abundante en sangre (aproximadamente el 75%),
pero presenta transcritos alternativos que dan lugar a
otras formas de GH hipofisaria (GH 20 kD y GH 17,5
kD) aunque en menor cantidad que laforma principal '
Una vez en sangre periférica las diferentes formas de
GH se pueden unir a proteinas trasportadoras, formar
dimeros, trimeros, oligémeros o derivados desamida-
dos o N-acetilados lo que resulta en una gran hete-
rogenidad de formas circulantes, que tienen distintos
tiempos de semivida y por tanto su proporcion rela-
tiva varia en funcion del tiempo transcurrido desde
el ultimo pico secretor 2. Esta variabilidad molecular
ha sido responsable de gran parte de las diferencias
observadas en las concentraciones medidas por dis-
tintos inmunoensayos.

Cambios en los componentes principales de los in-
munoensayos

e Anticuerpos anti-GH

Los primeros ensayos para determinar GH fueron
radioinmunoensayos (RIA) competitivos. Estos en-
sayos tenian poca sensibilidad analitica pero utili-
zaban antisueros policlonales que reconocian la
mayoria de las formas moleculares de GH circulan-
tes. La aparicion de métodos inmunomeétricos que
utilizaban 2 anticuerpos distintos, generalmente
monoclonales, para reconocer 2 epitopes distintos
de una misma molécula supuso una gran mejora
en la sensibilidad y especificidad de los inmunoen-
sayos, pero en el caso de la GH este aumento de
especificidad resulté en una gran disparidad de los
resultados obtenidos con los diferentes ensayos 4,
Esto era debido a que en cada inmunoensayo las
diferentes combinaciones de anticuerpos permitian
reconocer una, varias o todas las formas molecu-
lares de la GH. Ademas hay que recordar que en
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aquel momento las determinaciones hormonales se
realizaban con kits comerciales manuales y existia
una amplia oferta comercial, siendo habitual que
en una misma area geografica cada laboratorio uti-
lizase un kit comercial distinto.

e Ensayos inmunofuncionales

La enorme discrepancia en los resultados de la GH
se atribuyo en parte a que se estaban midiendo di-
ferentes proporciones de moléculas de GH inmuno-
reactivas (las que son detectadas por los anticuer-
pos) y no la GH bioactiva (aquella con actividad
biolégica). En este sentido Strassburger desarrolld
un ensayo inmunofuncional: LIFA (Ligand Immuno
Functional Immunoassay) ® para cuantificar la GH
biolégicamente activa. Este ensayo utiliza un anti-
cuerpo monoclonal anti-GH con especificidad frente
a uno de los lugares de unién de la GH al receptor
(receptor binding site 2) y en lugar de un segundo an-
ticuerpo utiliza la proteina de transporte relacionada
con el receptor de la GH (GHBP recombinante) que
se une a la GH a través del receptor binding site 1.
Tras incubacion y lavado, se anade un anticuerpo
anti-GHBP marcado vy la sefial es proporcional a la
cantidad de GH en la muestra funcionalmente activa.
Aunque conceptualmente era un método ideal para
el diagnostico de las alteraciones del eje somatotro-
po, estudios comparativos no demostraron ventajas
apreciables respecto a otros inmunoensayos comer-
cializados, los puntos de corte eran muy distintos ©
y, en la actualidad, al no estar automatizado, su uso
esta poco extendido. Posiblemente podria ser Util en
aquellos raros casos en que se sospecha la presen-
cia de GH biolégicamente inactiva.

e Estandarizacion de los ensayos de GH

Otro factor que ha sido causa de discrepancia en
los resultados de GH ha sido los cambios en la
estandarizacion de los inmunoensayos. Los cali-
bradores utilizados en los inmunoensayos se es-
tandarizan frente a estandares internacionales (1S),
cuya potencia biolégica en Ul o bioactividad se
acordada después de una exhaustiva valoracion
por expertos en estudios internacionales colabora-
tivos. El primer estandar para GH procedia de un
extracto de pituitaria bovina (WHO IS 55/1) y se le
asignod una bioactividad de 1 (11U/mg proteina). Los
siguientes estandares se obtuvieron de extractos
hipofisarios humanos y su bioactividad se valord
teniendo como referencia el primer estandar, asi al
WHO IS (66/217) se le asignd una bioactividad de
3,5 UI/1,75 mg de proteina por lo que para conver-
tir las Ul en ng/mL habia que aplicar un factor de
“2”; al siguiente estandard, el WHO IS (80/505) se le
asigno una potencia de 4,4 1U/1,7 mg y por lo tanto
el factor de conversion era de 2,6. Estos estanda-
res obtenidos de extractos hipofisarios contenian
las diferentes formas moleculares de la GH secre-

tadas por la hipdfisis, sin embargo su cantidad era
limitada, por lo que cuando se agotaban debian ser
substituidos por un nuevo candidato, con diferente
proporciéon de formas moleculares, cuya actividad
habia que valorar y consensuar nuevamente. De
tal manera que en la practica ocurria que duran-
te afos coexistian en un mismo periodo de tiempo
inmunoensayos calibrados frente a diferentes es-
tandares internacionales con diferentes factores de
conversion . Ademés, las concentraciones de GH
se expresaban en mUl/mL y/o en ng/mL lo que re-
sultaba en una fuente mas de confusion.

El resultado de todos estos factores, fundamental-
mente la coexistencia de métodos con diferentes
anticuerpos y estandares, resulté en un aumento de
la variabilidad global de los resultados de GH emi-
tidos por los diferentes laboratorios que segun los
datos del programa de calidad externo UK NEQAS
for Peptide Hormones en el Reino Unido pasé de
un 20% en el afio 1989 a mas del 30% en el afio
19988,

Sensibilidad de los inmunoensayos de GH

Otro factor importante a tener en cuenta en los in-
munoensayos de GH es su sensibilidad analitica.
Esta ha ido mejorando progresivamente en los Ul-
timos afios y actualmente en la mayoria es inferior
a 0,05 ng/mL aunque con diferencias importantes
entre inmunoensayos °. Este aspecto es importante
sobre todo para la interpretacion de las pruebas de
supresion de GH tras sobrecarga oral de glucosa
que se realizan para descartar un exceso de secre-
cion de GH, pero tiene poca trascendencia en las
pruebas que se realizan en Pediatria ya que es ex-
cepcional la presencia de un exceso de secrecion
de GH durante la infancia.

Adopcion de acuerdos internacionales para armo-
nizar los resultados de GH

A partir de este punto hubo una reaccion de las So-
ciedades Cientificas que dio lugar a la planificacion
de una serie de medidas orientadas a solventar el
problema de comparabilidad de los resultados de
GH ya que tenia un impacto muy negativo en el diag-
nostico y seguimiento de los pacientes con alteracio-
nes del eje somatotropo’. Con el fin de disponer de
un estandar definitivo, en el afio 1994, se establecid
por primera vez un estandar internacional para GH
(WHO IRP 88/624) ' procedente de DNA recombi-
nante 22 kD rhGH lo cual aseguraba una produccion
ilimitada. En el 2001 se aprobd un segundo estandar
recombinante (WHO IS 98/574) 2 similar al anterior
pero en el que se habia mejorado el control de las
impurezas y se definié la concentracion de protei-
na en funcion de la GH 22 kD monomérica presente
consensuandose una actividad especifica de 3 1U/
mg. Estos nuevos estandares recombinantes tenian
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la desventaja de no representar la heterogeneidad
real de la molécula natural de GH ya que contienen
Unicamente la isoforma 22 kD, sin embargo la posi-
bilidad de producirlos de manera indefinida evitaria
la necesidad de méas cambios en el futuro.

Las Sociedades Internacionales Clinicas, de Labo-
ratorio y de la industria farmacéutica consensuaron
una serie de medidas para armonizar los resultados
de GH: adoptar el nuevo estandar recombinante
WHO IS 98/574 para calibrar los inmunoensayos,
informar las concentraciones de GH en unidades
masa (ng/mL o ug/L) y utilizar anticuerpos en los
inmunoensayos que reconociesen la forma molecu-
lar principal de la GH (la GH 22 kD). La implemen-
tacion de estas medidas ha requerido unos afos,
pero en la actualidad se han adoptado de manera
casi generalizada a nivel internacional ™.

Situacion actual de los inmunoensayos para medir
GH

Paralelamente, el laboratorio clinico hormonal ha
sufrido grandes transformaciones. La aparicion de
inmunoensayos que no utilizaban isétopos radioac-
tivos permitioé su incorporacion en analizadores au-
tomatizados, que progresivamente han ido sustitu-
yendo las determinaciones con kits manuales. En
el caso de la GH y, como veremos posteriormente,
también de la IGF-1, las plataformas automatizadas
que ofrecen la GH en su panel es bastante limitada
por lo que de una forma indirecta las determinacio-
nes de GH se han ido concentrando progresiva-
mente en unos pocos analizadores y en todos ellos
se han implementado las medidas consensuadas
internacionalmente para armonizar las determina-
ciones de GH.

La aplicacion del nuevo estandar internacional se
tradujo en una disminucion de las concentraciones
de GH medidas. En un estudio, realizado en siete
hospitales de toda Espafia, se compararon las con-
centraciones de GH obtenidas en 1047 muestras
medidas en el analizador Immulite (Siemens) con
ambos estandares, observandose que los resulta-
dos de GH obtenidos con el nuevo estandar eran
un 25% mas bajas que con el anterior:

GH ng/mL (IS 98/574) = 0,74 x GH ng/mL (IS

Tabla 1. Tabla de equivalencia de las concentraciones de GH
medidas con el nuevo estandar internacional (IS 98/574) por
analizador Immulite (Siemens).

IS 80/505 IS 98/574
10 ng/ml 7,4 ng/ml
6 ng/ml 4,4 ng/ml
3 ng/ml 2,2 ng/ml
1 ng/ml 0,75 ng/ml

80/505) + 0,01.

Se calcularon las equivalencias y se enviaron sen-
das notas explicativas elaboradas por los miembros
de la Comisién de Hormonas de la Sociedad Es-
pafiola de Bioquimica Clinica y Patologia Molecu-
lar (SEQC) en las que se informaba de las nuevas
equivalencias (Tabla 1) y que fueron publicadas en
las revistas de la Sociedad de Endocrinologia y Nu-
tricién y en la de Pediatria ™.

Chaler et al*®, reevaluan el punto de corte para las
pruebas de estimulacion farmacolégicas de GH
que habian situado en 6,1 ng/mL con un ensayo
calibrado frente al estandar anterior (IRP 80/505) y
lo establecen en 4,7 ng/mL que es el equivalente
utilizando un inmunoensayo calibrado frente al nue-
vo estandar IS 98/574. En esta linea, las publicacio-
nes mas recientes abogan por disminuir el punto
de corte para las pruebas de estimulo de la GH y
situarlo entre 4 -7 ng/mL > 1617,

En un estudio en el que participaron varios hospi-
tales de nuestro pais se compararon resulltados de
GH obtenidos con las principales plataformas auto-
matizadas de GH: Immulite 2000 (Siemens), LIAI-
SON (DiaSorin), IDS-iSYS (VITRO) y COBAS e411
(ROCHE). Todos ellos son ensayos inmunométricos
quimioluminiscentes, calibrados frente al nuevo es-
tandar IS 98/574, que utilizan una combinacion de
anticuerpo monoclonal y policlonal (COBAS e411 e
IMMULITE 2000) o dos anticuerpos monoclonales
(LIAISON e IDS-iSYS). Los resultados pusieron de
manifiesto que no habian diferencias significativas
entre los inmunoensayos que, ademas del mismo
estandar, utilizaban dos anticuerpos monoclona-
les (LIAISON e IDS-iSYS), aunque si las habia en-
tre los métodos que utilizaban una combinacion de
anticuerpo monoclonal y policlonal (Figura 1)®. Esto
apoya otros trabajos publicados que sugieren que la
adopcion de un Unico estandar ha mejorado la com-
parabilidad de los métodos para determinar GH vy
que, en el momento actual, el tipo de anticuerpo uti-
lizado parece ser la principal causa de variabilidad.
En Holanda la adopcion de un Unico estandar se tra-
dujo en una disminucion de la variabilidad entre los
inmunoensayos de GH de un 25% a un 15% ™.

A partir de los datos del programa de Control Externo
de Calidad de la Sociedad Espafiola de Bioquimica
Clinica y Patologia Molecular en el que participan
la mayorfa de los laboratorios clinicos de nuestro
pais, se pueden conocer los métodos utilizados por
los participantes para los diferentes parametros y la
variabilidad de los resultados. En el caso de la GH,
el dltimo informe disponible que corresponde a los
resultados analizados en el afio 2011 reveld que del
total de laboratorios que participaron en el control
externo para GH (n=72), el 87,9 % de laboratorios
(n=62) utilizaba la plataforma Immulite de Siemens,
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Figura 1. Comparacion de los resultados de GH obtenidos mediante 4 inmunoensayos automatizados. Se muestran las con-
centraciones medianas (P25-P75) de GH (ng/mL) en 112 muestras de 72 pacientes, de edades comprendidas entre 4 y 79
afos, basales (67) y tras estimulo (45) en las que se ha determinado la GH por 4 analizadores automaticos: Immulite 2000
(Siemens), LIAISON (DiaSorin), IDS-iSYS (VITRO) y COBAS e411 (ROCHE). Los resultados se han estratificado en 3 grupos
en funciéon de la concentracion de GH. Se observaron diferencias significativas entre los grupos, excepto entre los resultados
de LIAISON y IDS-iSYS en los grupos 5-10 ng/mL y >10 ng/mL.

8 Mauri M, Casamitjana R, Jaén M, Alfayate R, Bastande N, Cardona J , Granada ML. Comparacion de cuatro métodos auto-
matizados para la determinacién de somatotropina (GH) después de la unificacion de la estandarizacion. V Congreso Nacional
del Laboratorio Clinico, 9-11 de Noviembre de 2011, Malaga.

9 utilizaban otras plataformas automatizadas [Ac-
cesss Unicel DxlI (Izasa), Architect (Abbot), Liaison
(DiaSorin), Centauro (Siemens), iSYS (IDS)] y soélo
uno realizaba un método inmunométrico manual y
destacaron que el coeficiente de variacion global
para la GH fue de 9,4%, mientras que el afio ante-
rior (2010) habia sido del 19,96% 2.

En general podemos decir que en la actualidad se
ha logrado reducir mucho la variabilidad de los re-
sultados aunque existen todavia factores que justifi-
can discrepancias, entre los que podemos citar las
diferencias en la matriz utilizada para los calibrado-
res, diferencias en las interferencias con las protei-
nas de transporte de la GH (GHBP) o con algunos
farmacos (como el Pegvisomant), en la reactividad
cruzada con las otras formas moleculares de la GH,
entre otras.

PROTEINA TRANSPORTADORA DE GH (GHBP)

La hormona de crecimiento circula unida a una
proteina trasportadora de alta afinidad, la GHBP
(growth hormone binding protein) que se corres-
ponde con el dominio extracelular del receptor tisu-

lar de la GH?2'. Este se libera al torrente circulatorio
por un mecanismo de proteolisis, se une ala GH y
alarga su vida media.

Interés de su determinacién y métodos de cuan-
tificacion

La medicién de GHBP en suero ha sido considera-
da de interés en sindromes de insensibilidad a la
GH como reflejo de la abundancia de GHR, sobre
todo de origen hepatico, de modo que sus con-
centraciones estaran muy bajas o seran indetecta-
bles en las patologias genéticas o adquiridas que
cursan con disminucion o pérdida de la expresion
de GHR. Entre las formas genéticas destaca el sin-
drome de Laron, enfermedad autosémica recesiva
debida a mutaciones inactivadoras en el gen GHR
que afecta a la expresion de GHR y cursa con talla
baja y resistencia a la GH. En los pacientes con re-
sistencia a la GH por mutaciones en el gen GHR, las
concentraciones séricas de GHBP son muy bajas o
indetectables en las mutaciones localizadas en los
exones 3 a 7 que afectan a la porcion extracelular
de la proteina GHR, pero son normales o incluso
elevadas en las mutaciones menos frecuentes que
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afectan a la porcion transmembrana o intracelular
de la proteina. Por otro lado, las concentraciones
de GHBP pueden estar disminuidas por causas ad-
quiridas de insensibilidad a la GH como pueden ser
los estados catabdlicos o la malnutricion.

La medicién de la GHBP en suero se realizaba cla-
sicamente con ensayos de union seguidos de in-
munoprecipitacion, adsorcion con carbon dextrano
o mediante cromatografia de filtracién en gel?2. Sin
embargo eran métodos muy engorrosos, laborio-
s0s, lentos y caros que se han ido abandonando
progresivamente. Posteriormente se desarrollaron
inmunoensayos funcionales, es decir, que cuantifi-
can la GHBP funcionalmente activa 2> 2* y existen
también ELISA comerciales.

Se ha descrito un polimorfismo del gen del recep-
tor de la GH (GHR) que consiste en la retencion o
delecion del exén 3 que da lugar a isoformas del
receptor con el exén 3 eliminado (3-deleted o d3-
GHR) o completo (full-length o fI-GHR). La distribu-
cion de este polimorfismo en la poblacion espafola
ha revelado que en los pacientes con talla baja y
SGA es superior la frecuencia de la forma alélica fl/
fl respecto a la poblacion adulta de talla normal 2.
La forma homocigota d3/d3 se ha asociado a ma-
yor respuesta al tratamiento con GH en algunos
estudios 2 y a alteraciones en el desarrollo pube-
ral, aunque en otros no se hallan diferencias signi-
ficativas en la respuesta a la GH exdgena ni en la
pubertad ?’. Aunque el analisis de polimorfismos se
hace mediante estudios genéticos, recientemente
se han desarrollado alternativas que consisten en
inmunoensayos capaces de medir la proteina de
transporte GHBP 3-positiva [E3(+)-GHBP] vy la total,
de modo que, de la relacion entre ambas, se puede
establecer el estado del polimorfismo 28 2°,

FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSU-
LINA DE TIPO | Y PROTEINAS DE TRANSPORTE
DE LOS IGFS (IGFBPS)

Los IGFs son péptidos con una estructura homolo-
ga a la proinsulina. Existen 2 tipos de IGFs, el IGF-1
que es el que tiene interés en la evaluacion del eje
somatotropo y es al que nos referiremos en este
capitulo y el IGF-2 que parece tener importancia
durante la vida fetal y que puede estar aumentado
en algunas neoplasias ®. El IGF-1 es el que mejor
se correlaciona con el estado secretor de GH en la
vida postnatal, se sintetiza en el higado y en multi-
ples tejidos bajo la accion de la GH y es el principal
mediador de su accion. Tiene accion estimuladora
de crecimiento, potencia la accion de la insulina y
regula la proliferacion celular. Ejerce un retrocontrol
negativo sobre la secrecion de la GH, a nivel hipofi-
sario e hipotalamico. Las proteinas de transporte de
los IGFs (IGFBPs) forman una gran familia de la que
se han descrito 6 formas principales. Ademas, se

han descrito otras proteinas estructuralmente rela-
cionadas, las IGFBPrp (/IGFBP related proteins) que
presentan menor afinidad para los IGFs y unas pro-
teasas tisulares de las IGFBP, que fragmentan estas
proteinas alterando su unién con los IGFs %', Estas
proteinas junto a los propios IGFs y sus receptores
se engloban actualmente en el llamado sistema IGF
que tiene una gran trascendencia en el crecimiento
y diferenciacion de células normales y malignas.

Factor de crecimiento similar a la insulina de tipo
1 (IGF-1)

Es el principal marcador periférico de accion de la
GH. Se utiliza en el diagnoéstico de los déficits de GH,
aunque tiene baja sensibilidad, y en el diagnodstico
del exceso de secrecion de GH para el que es un
marcador sensible y especifico. Es un marcador im-
portante en los casos de insensibilidad o resisten-
cia a la GH, en los que las concentraciones de GH
pueden estar aumentadas, y sirve para monitorizar
el efecto del tratamiento con GH exdgena.

Factores a considerar en relacion a las medidas
de IGF-1

El IGF-1 circula en su mayor parte unido a IGFBP-3
o0 a IGFBP-5 y a otra proteina llamada subunidad
acido-labil con las que forma un complejo ternario
de alto peso molecular que alarga su vida media. A
diferencia de la GH, las concentraciones de IGF-1
permanecen relativamente estables durante el dia
y no se ven afectadas por la ingesta ni por el tipo
de alimento, por lo que la extraccion de la muestra
para la determinacion de IGF-1 durante el dia no
necesita una estricta estandarizacion .

Existe sin embargo una gran variabilidad biologica
de la IGF-1, tanto intraindividual como interindivi-
dual. Diversos estudios han demostrado que la va-
riabilidad intraindividual en las concentraciones de
IGF-1 se halla entre el 10 y el 21% vy la interindivi-
dual entre el 44 y el 77%. En el estudio de Milani et
al. ® compararon el IGF-1 en 2 muestras de suero
de un mismo sujeto con un intervalo de 2 semanas,
en un grupo de 84 voluntarios con edades entre 50
y 90 afios y observaron una variabilidad entre la pri-
mera y la segunda medida de entre el 10 y el 30%.
Nguyen et al. determinaron IGF-1 en 3 muestras de
suero de 1100 atletas de élite voluntarios con 2-3
semanas de diferencia, obteniendo una variabili-
dad intraindividual del 21%, muy superior a la im-
precision del ensayo (6%); observaron ademas que
individuos con valores extremos tendian a normali-
zarse en las siguientes extracciones 4. Erotokritou-
Mulligan et al. determinaron los niveles de IGF-1 en
4 muestras de 381 voluntarios, a lo largo de un afio,
obteniendo una variacion intraindividual del 14-16%
y una variacion interindividual del 44-77% con un
coeficiente de variacion (CV) del ensayo del 4% .
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Teniendo presente esta gran variabilidad bioldgica,
deberian comprobarse aquellas determinaciones
con concentraciones de IGF-1 cercanas a los limi-
tes de decision.

Se cree que gran parte de esta variabilidad inte-
rindividual en el IGF-1 tiene una causa genética *.
También se han descrito factores raciales como
causa de variabilidad entre sujetos. En un estudio
transversal realizado en mas de 6.000 individuos
en Norte América [US National Health and Nutrition
Examination Survey Il (NHANES I11)]% se detectaron
diferencias importantes en funcion de la raza sien-
do las concentraciones de IGF-1 significativamente
inferiores en las mujeres blancas con respecto a las
negras mientras que los valores mas elevados del
cociente IGF-I/IGFBP-3 fueron hallados en hombres
blancos. En un estudio longitudinal realizado en ni-
nos y adolescentes en Estados Unidos, observaron
que las concentraciones de IGF-1 eran significati-
vamente mas elevadas en los niflos negros prepu-
berales con respecto a los blancos y que, durante
la pubertad, las concentraciones de IGFBP-3 dismi-
nuian, por lo que el cociente IGF-1/IGFBP-3 era mas
alto en los varones de raza negra . Se desconoce
si las diferencias halladas entre razas pueden ser
secundarias a distintos habitos alimentarios, a dife-
rencias en la distribucion de la grasa o a diferencias
en habitos toxicos.

Las concentraciones de IGF-1 presentan grandes
variaciones en funcion de la edad, el sexo y el de-
sarrollo puberal por lo que es fundamental dispo-
ner de valores de referencia adecuados para la
correcta interpretacion de los resultados. En los
primeros afios de la vida son muy bajas, aumen-
tan progresivamente durante la infancia y al llegar
a la pubertad presentan un fuerte incremento que
es paralelo al aumento de la secrecion de hormona
de crecimiento y de los esteroides gonadales. Las
concentraciones son maximas en el adulto joven vy,
a partir de entonces, durante la vida adulta se pro-
duce una disminucion lenta y progresiva. Las con-
centraciones de IGF-1 son algo méas elevadas en
el sexo femenino, sobre todo en la pubertad, ade-
lantandose en 1-2 afios el pico maximo debido fun-
damentalmente a las diferencias madurativas 4.
Por el contrario, en adultos, el promedio de IGF-1 en
hombres es algo mas alto que en mujeres aunque
en muchos estudios las diferencias no llegan a ser
significativas #'. Debido a esta variabilidad de los
valores de referencia es de gran utilidad, sobre todo
en el seguimiento de los pacientes, transformar las
concentraciones de IGF-1 en puntuaciones de des-
viacion estandar (SDS) respecto a la edad, sexo y
estadio puberal. Para cualquier edad, la normali-
dad esta comprendida entre = 2 SDS 2,

Otro factor importante a considerar en relacion al
IGF-1 es el estado nutricional. Existe una relacion

en forma de “U” entre los valores de IGF-1 estan-
darizados (IGF-1-SDS) y los marcadores de esta-
do nutricional como son el indice de masa corporal
(IMC) o el perimetro de cintura*. Se observa dismi-
nucion en el IGF-1-SDS, tanto en sujetos con IMC
inferior a la normalidad como en sujetos con obesi-
dad importante 4.

Métodos para la determinacién de IGF-1 en plas-
ma

Las concentraciones plasmaticas de IGF-1 se de-
terminan mediante inmunoensayos competitivos o
en la actualidad mas frecuentemente inmunomé-
tricos, y se utilizan antisueros policlonales o an-
ticuerpos monoclonales 5. Uno de los principales
problemas que presenta su determinacion deriva
de que el IGF-I circula unido a proteinas transpor-
tadoras de alta afinidad que interfieren en la uniéon
con el anticuerpo “6. El método de referencia para
separar el IGF-1 de sus proteinas transportadoras
es la cromatografia de filtracion con columna de
Sephadex a pH &cido, pero es un método muy la-
borioso que no es aplicable en el laboratorio clinico.
Se han utilizado diferentes métodos de extraccion
para separar los IGFs de sus proteinas transporta-
doras con eficiencia variable como la cromatografia
en fase solida, la precipitacion con acido-etanol, la
ultracentrifugacion entre otros#’. En la actualidad el
método mas utilizado es el de la separacion fun-
cional descrito inicialmente por Blum “ ya que se
ha podido adaptar faciimente a las plataformas de
inmunoensayos automatizados. Consiste en acidifi-
car el medio para separar los IGFs de las IGFBPs
y de la ALS y, a continuacion, bloquear los lugares
de unién de las IGFBPs con un exceso de IGF-2
con lo que todo el IGF-1 queda libre en la muestra 'y
puede ser medido. Existe pues mucha variabilidad
en los resultados de IGF-1 medidos por diferentes
ensayos ya que, a los factores clasicos de variabili-
dad como son los diferentes anticuerpos y la estan-
darizacion, se afiade la variabilidad de los métodos
para separar las proteinas transportadoras .

Durante afios la mayoria de los inmunoensayos
para medir IGF-1 estaban calibrados frente al pa-
tron internacional WHO NIBSC 87/518. Se trataba
de un estandar de baja pureza (alrededor del 44%),
cuyo contenido proteico fue asignado por consenso
y en el que posteriormente se demostrd que la con-
centracion asignada era mayor que la “real” “° (me-
dida por anédlisis cuantitativo de aminoéacidos); por
lo tanto, la mayoria de datos sobre concentraciones
de IGF-1 disponibles en la literatura sobreestiman
las concentraciones reales de IGF-1. Sin embar-
go, las reservas de este preparado se agotaron y
hubo que buscar una alternativa. Recientemente se
ha aprobado un nuevo estandar internacional para
IGF-1, codificado como WHO NIBSC IS 02/254, que
contiene IGF-1 recombinante (r-IGF-1) con una pu-
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Figura 2. Comparacion de los valores de referencia para IGF-1 para las diferentes edades para segun los datos aportados
en el prospecto de la casa comercial. (A) Immulite (Siemens) y Liaison (DiaSorin). En el caso del Liaison (DiaSorin) existen va-
lores para ambos sexos y se han utilizado los valores correspondientes al sexo masculino. (B) Immulite (Siemens) y iSYS (IDS).

reza superior al 97% %°. Dado que la estandariza-
cion de los ensayos tiene una gran repercusion en
la cuantificacion de cualquier hormona es de espe-
rar que los resultados obtenidos con el nuevo es-
tandar se modifiguen mostrando concentraciones
mas bajas.

La situaciéon de los inmunoensayos para IGF-1 es
paralela a la comentada en el caso de la GH, pero
en este caso la oferta de plataformas automatizadas
en aun mas restringida. En los ultimos afnos gran
parte de los laboratorios nacionales e internaciona-
les habian automatizado la determinacion de IGF-1
con el analizador Immulite (Siemens). Pero desde
finales del 2012 el suministro de este reactivo se ha
visto interrumpido por haberse detectado ciertos
problemas en su fabricacion. Esto ha obligado a
la mayoria de laboratorios a buscar una alternativa
que, en el caso de ensayos automatizados, es muy
limitada. El cambio de método en el caso del IGF-1
conlleva el cambio en los valores de referencia que
en algunos casos son muy diferentes y durante un
tiempo habra que evaluar si el nuevo método se
adapta a nuestras necesidades ya que las referen-
cias publicadas con los nuevos sistemas son toda-
via escasas. En general, los métodos actualmente
disponibles estan calibrados frente al nuevo estan-
dar WHO NIBSC IS 02/254 de IGF-1 recombinante,
mientras que el método Immulite (Siemens) aun no
habia hecho el cambio en su estandarizacion. A

modo de ejemplo se muestran los graficos que se
corresponden con los limites de referencia para el
método Immulite (Siemens) y dos de las alternati-
vas disponibles (Liaison de DiaSorin) (Figura 2A)
y (iSYS de IDS) (Figura 2B) donde se puede ver la
gran diferencia en los valores de referencia de los
distintos métodos. En este sentido, hay que remar-
car la necesidad de expresar los resultados como
puntuacion Z (SDS respecto a los valores normales
para edad y sexo) que permitira realizar el segui-
miento evolutivo de los pacientes a pesar de reali-
zar cambios en los inmunoensayos ®'.

Otros ensayos para medir IGF-1

Dado que las acciones mitogénicas y metabdlicas
del IGF-I se producen tras su union al receptor se
han desarrollado ensayos que permiten valorar
la cantidad de IGF-1 capaz de unirse al receptor
quinasa y activarlo, es decir el que es biologica-
mente activo. Se llaman ensayos KIRA (del inglés
Kinase Receptor Activating Assays) y cuantifican
la autofosforilacion intracelular del receptor al unir-
se la molécula de IGF-15%2. Los resultados con este
bioensayo se han comparado con el de algunos in-
munoensayos y se han establecido valores de refe-
rencia ®3. Aunque actualmente es basicamente una
herramienta de investigacion ya que es una metodo-
logia no disponible comercialmente, los resultados
obtenidos con ensayos como el KIRA sin duda pro-
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porcionaran nuevos conocimientos sobre los facto-
res que regulan la bioactividad del IGF-1 en la cir-
culacion en estados de salud y enfermedad .

Actualmente, algunos de los métodos empleados
en las plataformas de investigacion se estan llevan-
do a la préctica clinica como alternativa a los inmu-
noanalisis como, por ejemplo, la espectrometria de
masas. Los primeros estudios sobre la determina-
cion de IGF-1 mediante este método se aplicaron
al estudio de atletas en el marco del control anti-
doping (los analogos sintéticos de IGF-1 con una
elevada biodisponibilidad presentan diferencias
respecto al enddégeno en algun aminoécido y esto
s6lo puede ser detectado con andlisis de espec-
tro de masas). Sin embargo, recientemente se han
publicado trabajos realizados con este método que
incluyen valores de referencia realizados en un nu-
mero importante de sujetos normales y que permi-
te elucubrar que en el futuro podria ser un método
atil en el diagndstico clinico %. Sin embargo, en la
actualidad, se trata de un método muy laborioso,
con gran dificultad desde el punto de vista técnico
y que requiere en equipamiento muy caro.

IGF-I no ligado a proteinas (IGF-I libre) en plasma

El IGF-1 circula en su mayor parte unido a proteinas
transportadoras, principalmente formando comple-
jos ternarios estables con la IGFBP-3 o la IGFBP-5y
la subunidad &cido labil, pero también en forma de
complejos binarios con las IGFBPs que son mas fa-
cilmente disociables. En individuos sanos y en con-
diciones fisiologicas, la concentracion de IGF-I libre
muestra una estrecha correlacion con las de IGF-1
total. Las variaciones observadas en IGF-I en las
diferentes etapas del desarrollo humano se asocian
a cambios paralelos en la concentracion de IGF-I
libre. En el déficit de GH, la disminucion de IGF-1 se
asocia a una disminucion paralela de IGFBP-3 y de
ALS con lo cual se mantiene la relacion entre el IGF-I
total y el libre. Sin embargo, en algunos estados
patolégicos, la relacion entre el IGF-I total y el libre
puede debilitarse debido a variaciones en la pro-
duccion de otras IGFBPs, en especial de IGFBP-1
e IGFBP-2. Este es el caso de la insuficiencia re-
nal cronica, la diabetes mellitus tipo 1 o tras ayuno
prolongado en los que se observa una disminucion
importante en el IGF-1 libre con poca o nula afecta-
cion de los niveles de IGF-I total.

A diferencia del IGF-1 total, las concentraciones de
IGF-1 libre varian a lo largo del dia, con un pico du-
rante la mafana y una disminucion de las concen-
traciones de IGF-1 libre durante la noche, paralelo
a un aumento de la IGFBP-1%. Ademas, las con-
centraciones se pueden modificar en funcion de
la ingesta de alimentos por lo que la muestra para
determinar IGF-1 libre debe ser extraida de manera
estandarizada (por la mafiana y en ayunas)®’.

Métodos para determinar IGF-1 libre

Existen fundamentalmente dos métodos para deter-
minar la fraccion libre de IGF-1: el método de ultra-
filtracion mediante centrifugacion y los inmunoen-
sayos directos con anticuerpos especificos para la
fraccion no unida a proteina.

La ultrafiltracion mediante centrifugacion es el mé-
todo considerado de referencia ya que permite
separar el IGF-1 no unido sin alterar el equilibrio
existente entre la fraccion libre y la fracciéon unida a
proteinas. Es un método laborioso que precisa que
sea realizado en laboratorios técnicamente cualifi-
cados %8,

Los ensayos inmunomeétricos directos son métodos
mas sencillos y rapidos, lo que permite su aplica-
cién a grandes series de muestras. Sin embargo,
tienen el inconveniente de que ademas del IGF-1
libre miden porcentajes variables del IGF-1 ligado
a IGFBPs, formando complejos binarios, por lo que
se pueden producir diferentes grados de disocia-
cion que se traducird en aumentos variables de la
concentracion de IGF-1 libre medida®®,

Proteinas enlazantes de IGFs (IGFBP-3)

La IGFBP-3 o subunidad acido estable del com-
plejo ternario es la principal proteina transporta-
dora de IGFs. Esta regulada por la GH y también
por el propio IGF-1 y en menor grado por el esta-
do de nutricién. Sus concentraciones plasmaticas
presentan variaciones en funcion de la edad, el
sexo y el estadio puberal, paralelas a las obser-
vadas en el IGF-1 aunque menos pronunciadas .
Las concentraciones plasmaticas se pueden mo-
dificar en funcién de la ingesta de alimentos por
lo que es importante extraer la sangre en ayunas
para su determinacion ©'. La IGFBP-3 presenta una
menor variabilidad intraindividual que la IGF-1 (es
del 10,1 %) pero la variabilidad interindividual es
muy elevada (63,9%) debido fundamentalmente a
variabilidad genética 2.

La IGFBP-3 sufre degradacion proteolitica por
proteasas especificas presentes en diferentes
tejidos que desdoblan la IGFBP-3 nativa en frag-
mentos de menor tamafno que presentan en ge-
neral menos afinidad por los anticuerpos dirigi-
dos frente a la forma intacta. Este fendémeno fue
inicialmente detectado en mujeres embarazadas
que presentaban concentraciones de IGFBP-3
inmunorreactiva disminuidas respecto a indivi-
duos normales acompafiadas por un aumento
de fragmentos proteoliticos de menor tamafio
(29-30 kDa) medidos por Ligand Immunoblot©.
Actualmente se conoce la existencia de diversas
proteasas tejido especificas como el PSA (pros-
tate-specific antigen), la plasmina, etc. que ge-
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neran fragmentos con capacidad de potenciar o
inhibir la accion del IGF-1.

Métodos de determinacion de IGFBP-3

La medicion de IGFBP-3 se realiza en los laborato-
rios clinicos mediante inmunoensayos. No requiere
ningun proceso de extraccion previo, pero es muy
importante saber si los anticuerpos utilizados re-
conocen Unicamente la molécula intacta o también
los diferentes fragmentos.

Subunidad acido Iabil (ALS)

Es una glicoproteina de aproximadamente 85 kDa
que esta regulada por la GH y que se une a los com-
plejos IGFBP-3/IGF-1 o IGFBP-5/IGF-1 formando
complejos de alto peso molecular que prolongan su
vida media. Las concentraciones plasmaticas varian
en funcion de la edad. Son bajas en el recién naci-
do, aumentan durante la infancia y adolescenciay se
mantienen relativamente constantes durante la vida
adulta ®. Se han descrito mutaciones del gen ALS
que se asocian a talla baja y a concentraciones muy
bajas de IGF-1y de IGFBP-3 y aumentadas de GH*®,
Las concentraciones plasmaticas de ALS aumentan
tras el tratamiento con GH exdgena pero no después
de tratamiento con r-IGF-1. El primer inmunoensa-
yo para medir la ALS en suero fue un RIA desarrolla-
do Baxter RC¢’. Posteriormente se han desarrollado
varios inmunoensayos comerciales siendo los resul-
tados obtenidos con diferentes métodos bastante
consistentes ©® aunque pueden haber discrepancias
debidas a diferencias en la glicosilacion de la molé-
cula de ALS.
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