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Resumen Palabras clave:
Déficit hormona
Introduccion: El diagnéstico de deficiencia de hormona de crecimiento (DHC) es dificil de estable- de crecimiento;
cer, y se puede asociar a serias complicaciones, especialmente en el periodo neonatal. La prueba de  gldndula pituitaria;
estimulo de secrecién de hormona de crecimiento (HC) se considera de eleccion para el diagnéstico, muestra de sangre
pero presenta complicaciones metodoldgicas y se asocia a efectos adversos. Los neonatos presentan  en papel filtro;
aumento de la secrecién de HC de forma fisioldgica, siendo una ventana diagnodstica. Objetivo: Eva- enanismo

luar si la muestra de sangre en papel filtro tomada en el periodo neonatal, en contexto del tamizaje
neonatal de hipotiroidismo congénito y fenilcetonuria, permite diferenciar pacientes con DHC, de
los que no la presentan. Pacientes y Método: Estudio de casos y controles mediante determinacién de
concentracién de HC en sangre de papel filtro extraida en periodo neonatal, comparando controles
con DHC con casos con deficiencia descartada. Se realizé extraccién de la muestra del papel filtro,
obteniendo dos discos de 0,125 pulgada por cada uno de los pacientes desde el centro de la mancha
de sangre del papel, para un ELISA de HC humana altamente sensible basado en el uso de anticuerpos
policlonales dirigidos contra la HC humana recombinante de 22kDa de peso molecular. Resulta-
dos: Se obtuvo un total de 7 casos de DHC y 10 controles. La mediana de concentracién de HC de
papel filtro en los casos es 2,0 ng/ml (Rango intercuartil 3,6 ng/ml) y controles 2,05 ng/mL (RIC 2,0
ng/ml), U de Mann-Withney 30,5 (p = 0,68). Los dos casos con deficiencia de hormonas hipofisarias
multiples (DHHM) presentan concentraciones menores a 1 ng/ml. Conclusién: La muestra de papel
filtro no permiti6 diferenciar a los pacientes con DHC de los casos controles, aunque los casos con
DHHM presentaron concentraciones mucho menores, en comparacion a la deficiencia de hormona
de crecimiento aislada (DHCA).
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Abstract

Introduction: The diagnosis of growth hormone deficiency (GHD) is difficult to determine, and
could be associated with severe complications, especially in the neonatal period. The stimulation
test of growth hormone (GH) secretion is considered the gold standard for diagnosis, but it has
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methodological complications and is associated with adverse effects. Neonates present physiological
increased secretion of GH, representing a diagnostic window. Objective: To evaluate if the dried
blood spot on filter paper obtained in the neonatal period, as part of a neonatal screening for con-
genital hypothyroidism and phenylketonuria, allows differentiating patients with GHD from those
who do not have it. Patients and Method: Study of cases and controls by measuring the GH concen-
tration in dried blood spot on filter paper obtained in the neonatal period, comparing controls with
GHD with cases with discarded deficiency. The sample was extracted from the filter paper, obtaining
two 0.125 inch discs per each patient from the center of the blood spot on the paper, for a highly sen-
sitive ELISA assay for human GH based on the use of polyclonal antibodies against 22 kDa recom-
binant human GH. Results: Seven cases of GHD and ten controls were obtained. The median GH
concentration of the dried blood spot in the cases is 2.0 ng/ml (Interquartile range 3.6 ng/ml) and
2.05 ng/ml (Interquartile range 2.0 ng/ml) in the controls, Mann-Whitney U test 30.5 (p = 0.68). The
two cases with multiple pituitary-hormone deficiency (MPHD) present concentrations lower than
1 ng/ml. Conclusion: The dried blood spot sample did not differentiate GHD patients from control
cases, although MPHD cases present much lower concentrations compared to isolated growth hor-
mone deficiency (IGHD).
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Introducciéon

La deficiencia de hormona de crecimiento (DHC)
es una causa poco frecuente de talla baja, pero pue-
de asociarse a alteraciones metabdlicas graves, dentro
de ellas la hipoglicemia, especialmente en el periodo
neonatal. Se estima una prevalencia de 1 en 4.000 a
1 en 10.000'. El diagnoéstico de DHC en la infancia y
la adolescencia presenta multiples controversias. Los
métodos de diagnodstico utilizan elementos clinicos y
auxologicos, pruebas bioquimicas del eje de la hormo-
na de crecimiento y el factor de crecimiento insulino
simil tipo 1 (IGF-1, por sus siglas en inglés), elementos
radiolégicos y en algunos casos incluyen estudios gené-
ticos. Para la confirmacién del diagnéstico se utilizan
distintas pruebas de estimulo farmacolégicas (clonidi-
na, arginina, levodopa, glucagén, entre otras) y fisiold-
gicas (prueba de ejercicio y determinaciéon de hormona
de crecimiento durante el suefo) para la secrecién de
hormona de crecimiento (HC). Existen distintos pro-
tocolos para el estudio de la produccién de hormona
de crecimiento mediante firmacos que estimulan su
secrecion. Las pruebas de estimulo no estdn estandari-
zadas, y muchas de ellas se asocian a efectos adversos,
por lo que en algunos centros estan contraindicadas
en niflos menores de 2 anos. Por lo tanto, es necesario
encontrar nuevos métodos diagndsticos mds estanda-
rizados y confiables.

Actualmente no contamos con métodos mads es-
pecificos y reproducibles para realizar el diagndstico
definitivo de DHC, especialmente en los pacientes lac-
tantes y preescolares. Se han buscado métodos alter-
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nativos para realizar el diagnéstico en estos pacientes,
entre ellos el uso de muestras de papel filtro tomadas
para el tamizaje neonatal de hipotiroidismo congénito
y fenilcetonuria. Esto se fundamenta en base a que en
los primos dias de vida hay una secrecién aumentada
de HC de forma espontdnea’®, siendo un periodo de
ventana de diagnoéstico de la suficiencia de produccién
de HC, concentracién que se mantiene aumentada por
mayor tiempo en los recién nacidos de pretérmino. Los
casos con DHC deberian presentar una secrecion dis-
minucida de HC en este periodo, no produciendo el
aumento fisioldgico de HC de todos los recién nacidos.
Se ha planteado determinar la concentracién HC en
la muestra de papel filtro neonatal como un elemento
mas en el estudio de la funcién del eje somatotropo.
Binder et al." demostraron la utilidad de este método
en pacientes con DHHM, no asi en pacientes con defi-
ciencia de HC aislada (DHCA).

El objetivo de nuestro trabajo es determinar si la
muestra de sangre de papel filtro extraida en el periodo
neonatal permite discriminar a los pacientes que tie-
nen deficiencia congénita de hormona de crecimiento,
tanto aislada como asociada a deficiencia de otras hor-
monas hipofisarias, de los pacientes a los que se les ha
descartado ésta patologia.

Pacientes y Método
Sujetos y controles

Se realiz6 un estudio de casos y controles. Como
casos se seleccionaron pacientes con diagndstico de
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DHC, nacidos en la Red UC-Christus entre los afios
2010 y 2017, basados en al menos una prueba de esti-
mulo alterada de secrecién de HC; con una concentra-
cién plasmadtica menor o igual a 7,0 ng/ml (punto de
corte utilizado como referencia en la guia del Ministe-
rio de Salud de Chile para el tratamiento de deficiencia
de HC, no publicado)', asociados a criterios auxolégi-
cos (longitud o talla < -2 DE) y/o perdida de velocidad
de crecimiento (< -1 DE), estudios bioquimicos y ra-
dioldgicos altamente sugerentes de deficiencia de hor-
mona de crecimiento (hipoglicemia, ictericia neonatal,
micropene, alteracién anatémica hipofisaria, IGF-1 e
IGFBP-3 disminuida, HC disminuida en muestra cri-
tica tomada en hipoglicemia (< 15,0 ng/ml en periodo
de recién nacido; o < 7,0 ng/ml fuera del periodo de
recién nacido).

Como controles se seleccionaron a pacientes con
talla baja y con una prueba de estimulo para HC con
un resultado > 7,0 ng/ml.

Los candidatos fueron identificados mediante
la revision de la base de datos de las fichas clinicas, y
mediante contacto directo con los médicos endocri-
noélogos pediatras en la red de salud UC-Christus. Se
solicité consentimiento informado a los padres o tu-
tores legales de cada paciente, con este firmado se ac-
cedi6 a la ficha clinica para obtener datos clinicos y de
laboratorio correspondientes para cada uno de ellos.
Se incluyeron a todos los nifios que se encontraran en
control en nuestro centro. Se excluyeron a todos los
que no contaran con la muestra de sangre de papel fil-
tro o sin informacién clinica y de laboratorio necesaria
para clasificarlos como DHC. Se recopilaron datos in-
cluyendo fecha de nacimiento, edad actual (tiempo de
conservacion del papel filtro), diagnéstico, sexo, edad
gestacional, peso de nacimiento, elementos clinicos
sugerentes de deficiencia de hormona de crecimiento,
pruebas de laboratorio del eje somatotropo, prueba
de estimulo de secrecién de HC, edad al diagnéstico y
compromiso de otros ejes hipofisarios.

Condiciones de toma de la muestra en papel filtro y
almacenamiento

Ambos grupos debian contar con muestra de san-
gre en papel filtro tomada en el periodo neonatal, al-
macenada en el laboratorio clinico de nuestro centro.
Se analizaron muestras de sangre de papel filtros con-
servadas a temperatura ambiente>®. Se consideré como
una probable variable confundente la antigiiedad del
papel filtro, que fue definida como el periodo de con-
servaciéon comprendido desde la toma de muestra has-
ta el analisis realizado en nuestro estudio.

Ensayo y técnica de laboratorio
Se realizé extraccién de la muestra del papel filtro,
obteniendo dos discos de 0,125 pulgada por cada uno
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de los pacientes desde el centro de la mancha de san-
gre del papel, mediante el método indicado por el fa-
bricante del papel filtro (Whatman, Reino Unido). Se
diluy6 la muestra obtenida con buffer comercialmen-
te disponible de dilucién especifico para la prueba de
ELISA de HC humana, entregado por el fabricante. El
contenido de la HC en el eluido fue medido por un
método de ELISA altamente sensible (Mediagnost, Re-
utlingen, Germany). El ensayo estd basado en el uso
de anticuerpos policlonales dirigidos contra la HC hu-
mana recombinante de 22kDa de peso molecular. El
ensayo estd calibrado contra el Estdndar Internacional
98/574. Los resultados obtenidos fueron expresados
en ng/ml. Las determinaciones fueron realizadas en
duplicado. Se realizé el analisis con todas las muestras
disponibles.

Estadistica

Los datos recolectados fueron tabulados en Mi-
crosoft Excel®. Para el andlisis estadistico se utilizaron
los softwares SPSS® y Prism® GraphPad. Se utilizé la
prueba de Mann-Whitney para el analisis, informando
mediana y rango intercuartil. Para correlacién se utili-
z6 prueba de Spearman. Se consider6 significativo un
valor p < 0,05.

Etica

El estudio fue aprobado por el comité de ética de
la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad
Catoélica de Chile, numero de proyecto 16-121. A todos
los padres o representantes legales se les solicité firma
de una carta de consentimiento informado.

Resultados

Caracteristicas de la muestra

Se reclutaron un total de 20 sujetos durante el
periodo analizado, diez con deficiencia de hormona
de crecimiento, de los cuales sélo siete contaban con
muestra de sangre de papel filtro del periodo neonatal
almacenadas en el laboratorio de la red UC-Christus
(tabla 1), y diez sujetos controles.

En la figura 1 se comparan las caracteristicas del
periodo de recién nacido de los sujetos con DHC y los
controles, respectivamente. Ambos grupos fueron si-
milares en edad gestacional (figura 1A), puntaje Z del
peso de nacimiento (figura 1B) y puntaje Z de la longi-
tud de nacimiento (figura 1C).

Resultados de HC en muestras de papel filtro

En los sujetos con diagnéstico de DHC , las con-
centraciones de HC fluctuaron entre un minimo de 0,2
a 7,1 ng/mL; comparados con los sujetos sin deficien-
cia de HC donde las concentraciones de HC fluctua-
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Tabla 1. Descripcion de casos

Sexo Edad al diagnéstico Diagnostico Edad toma de muestra HC diagnostico
(meses) (dfas) (pg/mL)
Casos
Caso 1 M 0 DMHH 11 0,05
Caso 2 H 0 DHCA 15 5,65
Caso 3 M 0 DHCA 7 4,06
Caso 4 H 18 DHCA 2 3,20
Caso 5 H 0 DHCA 2 2,07
Caso 6 H 8 DHCA 2 7,00
Caso 7 H 44 DMHH 2 6,00
Controles

Control 1 M 16 Talla baja 8 11,20
Control 2 M 39 Talla baja 7 8,05
Control 3 M 65 Talla baja 2 12,10
Control 4 H 8 Talla baja 9 20,80
Control 5 M 79 Talla baja 3 12,30
Control 6 H 26 Talla baja 8 18,30
Control 7 M 65 Talla baja 2 10,70
Control 8 M 67 Talla baja 1 11,30
Control 9 M 20 Talla baja 2 9,54
Control 10 H 61 Talla baja 3 19,10

HC: hormona de crecimiento, M: mujer, H: hombre, DHHM:Deficiencia de Hormonas Hipofisarias Multiples; DHCA: deficiencia
de hormona de crecimiento aislada.
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Figura 1. (A) Edad gestacional, (B) Peso de nacimiento, (C) Talla de crecimiento. Circulos rojos: deficiencia multiple de hormonas
hipofisarias. Circulos negros: deficiencia aislada de hormona de crecimiento. HC: Hormona de Crecimiento.
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Figura 2. (A) HC al diagnostico; (B) HC en muestra de papel filtro.

ron entre un minimo de 1,0 a 6,6 ng/mL. Si bien no se
observaron diferencias entre las medianas de la con-
centraciéon de HC entre ambos grupos, es importante
destacar que los dos sujetos con DMHH presentan una
concentracion bajo el limite inferior observado en los
sujetos sin deficiencia (menor a 1,0 ng/mL) (figura 2B).

La antigiiedad del papel filtro tuvo una mediana de
18 meses (RIC = 3-52 meses) en los casos y 67 meses
para los controles (RIC = 56,5-83,75 meses); Mann-
Whitney U = 3,0; P = 0,02 bilateral. No hubo asocia-
cién entre la antigiiedad de papel filtro y el resultado
de la concentracion de hormona de crecimiento en ésta
muestra (Rho de Spearman = -0,1; p = 0,704; figura 3).

Discusién

Los sujetos con deficiencia de hormonas hipofisa-
rias multiples tienen concentraciones de HC en papel
filtro neonatal significativamente mds bajas que las ob-
servadas en los con DHCA o sin deficiencia. La deter-
minaciéon de HC en papel filtro almacenada a tempe-
ratura ambiente®” no fue util para distinguir entre los
sujetos con deficiencia aislada o sin deficiencia.

Binder et al.”® demostraron la factibilidad de de-
terminar HC en sangre de papel filtro, validando los
ensayos de laboratorio para su andlisis, pero en éstos
casos el almacenamiento se realizé de forma refrigera-
da, a 6° Celsius. En nuestro centro, el almacenamiento
de las muestras de papel filtro se realiza a temperatura
ambiente, en un lugar protegido de la humedad y la
luz solar. Como vemos en los resultados, no existe una
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Figura 3. Correlaciéon tiempo de conservacién de muestra de papel filtro y
concentracion de hormona de crecimiento ([HC]) en sangre de papel filtro.

correlacion directa entre el tiempo de almacenamiento
de las muestras en estas condiciones, con los resultados
obtenidos en la concentracién de HC.

A partir de nuestros resultados podemos observar
que no existe una diferencia significativa entre la con-
centraciéon de HC obtenida de papel filtro de los pa-
cientes que presentan un diagnéstico de DHCA vy los
sujetos controles.

Los dos sujetos con DHHM tuvieron concentracio-
nes de HC menor al rango minimo observado tanto
en los sujetos con DHCA como los controles, con una
concentracién de HC en papel filtro < 1 ng/ml. Estos
resultados son concordantes con lo expuesto en un es-
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tudio previo’. Cabe destacar que uno de los pacientes
con DHHM fue diagnosticado a la edad de 44 meses,
con todas las repercusiones que esto podria tener en el
mayor riesgo de hipoglicemias y compromiso del desa-
rrollo neuronal.

El Caso 1 fue diagnosticado en el periodo neona-
tal en contexto de una muestra critica por presentar
hipoglicemias grave (glicemia 17 mg/dl) y la presen-
cia de malformaciones craneofaciales. El estudio con
Resonancia Magnética muestra aplasia hipofisaria. Por
otro lado, el Caso 7 fue diagnosticado a los 44 meses
de edad, estudio fue realizado por presentar hipogli-
cemias cetdsicas a los 3 anos de edad asociado a con-
vulsién, con glicemia de 18 mg/dl. Se completa estudio
con test de estimulo de secreciéon de HC con clonidina,
mostrando deficiencia de HC.

Los pacientes con DHHM constituyen un espec-
tro clinico amplio, donde se han descrito fenotipos
simples, sin alteraciones anatémicas cerebrales y que
corresponden a variantes patogénicas de los genes tar-
dios en la formacién de la hipéfisis. Por otro lado, hay
sujetos con DHHM con un fenotipo complejo, secun-
dario a variantes patogénicas de genes involucradas en
el desarrollo temprano del cerebro, como es el caso de
la displasia septo-6tica, holoprosencenfalia y otros.
Los pacientes con DHHM suelen tener hipoglicemias
severas por la ausencia de cortisol y HC, dos hormo-
nas fundamentales para mantener la homeostasis de la
glucosa. No realizar el diagndstico en forma oportuna
en el periodo neonatal podria asociarse a secuelas neu-
rolégicas irreversibles por hipoglicemias a repeticion.

El Ministerio de Salud sugiere que las muestras
de papel filtro del tamizaje neonantal se almacenen
de preferencia de forma refrigerada, pero pueden ser
almacenados a temperatura ambiente, pero no hay
claridad del méximo tiempo que pueden ser almace-
nadas de esta forma’. Sin embargo, el almacenamien-
to a temperatura ambiente de las muestras pareciera
afectar directamente el resultado obtenido en la prue-
ba de laboratorio, disminuyendo la concentracién de
hormona de crecimiento en todas las muestras. Esto
podria explicar por qué los resultados reportados pre-
viamente en la literatura, donde los papeles filtros son
almacenados a 6°C, son completamente diferentes a
los nuestros.

Como ya fue mencionado en otros reportes, el al-
macenamiento de las muestras de papel filtro refrigera-
das a 6°C, la concentracién detectada en el papel filtro
disminufa en menor magnitud®. Cabe destacar que los
pacientes controles, en los que se esperaria una con-
centracién mayor de HC, tienen papeles filtros alma-
cenados por un mayor tiempo, lo que podria incidir
directamente en los resultados obtenidos en nuestra
investigacion.

Se requiere mayor evaluacién de la viabilidad de la

ebitoriaL_qiku

Hormona de crecimiento - Dominguez-Menéndez G. et al

muestra de sangre de papel filtro almacenada por lar-
gos periodos de tiempo para ser utilizado como mé-
todo diagnoéstico de DHC u otras patologias, conside-
rando especialmente el efecto que tiene las condiciones
de almacenamiento sobre la estabilidad de la muestra.

La muestra de sangre en papel filtro es ficil de ob-
tener, con una puncién minimamente invasiva, de facil
acceso, requiriendo una cantidad limitada de sangre,
permitiendo ser realizada incluso en los recién nacidos
mds pequefios®. La determinacién de HC en sangre al-
macenada en papel filtro, podria ser util en identificar
aquellos casos severos de DHC o con DHHM. Espe-
cialmente en lactantes y preescolares donde en ausen-
cia de muestra critica en hipoglicemia, realizar una
prueba de estimulo farmacol6gico para liberar hormo-
na de crecimiento podria tener reparos. Se requiere un
nuevo estudio con papel filtro almacenado en forma
refrigerada y no a temperatura ambiente, para validar
esta hipotesis.

Los resultados de nuestro estudio pueden estar
limitados dado el insuficiente tamafio de la muestra,
ya que tenemos un numero limitado de personas en
control en nuestro centro que tenfan su papel filtro
disponible. Ademds, no se logré acceder a las muestras
disponibles en otros centros.

Nosotros sugerimos cambiar el almacenamiento
actual del papel filtro con sangre obtenida en el perio-
do de recién nacido, por lo que queremos proponer
que sea refrigerada y guardada en bolsas individuales
para evitar humedad, por lo menos a 6° C y por un
periodo de 5 afos.

La determinacién de HC y de otras hormonas,
como cortisol, de la muestra en papel filtro realizada
durante el tamizaje neonatal podria ser ttil en aquellos
pacientes en los cuales no se dispone de muestra critica
durante su hipoglicemia y asi poder tener un elemen-
to mds que apovye el diagnéstico de DHHM que puede
conllevar riesgo vital.

Responsabilidades Eticas

Proteccion de personas y animales: Los autores decla-
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Confidencialidad de los datos: Los autores declaran
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