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s Resumen

Introduccion:

Insulin-like growth factor I (IGF-I) es un factor de crecimiento relacionado
estructuralmente a la insulina, se produce en respuesta a la hormona de crecimiento (GH) e
induce las actividades celulares subsecuentes, particularmente el crecimiento en longitud
del hueso. La insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) es la principal proteina
transportadora de IGF-I y la mas dependiente de GH lo que permite obtener una idea
aproximada de los valores circulantes de IGF-I, asi como del estado de secrecion-accion de
GH. Tanto IGF-I como IGFBP-3 se miden en conjunto con GH para la evaluacion y
seguimiento de los trastornos del crecimiento. Su determinacion se ve influenciada por
diversos aspectos, existiendo discrepancias en los resultados obtenidos con los distintos

inmunoensayos.
Objetivos:

Comparar dos inmunoensayos comerciales (Immulite® y Maglumi®) de diagnostico in
vitro para IGF-1 y IGF-BP3 utilizando muestras de pacientes a partir de la introduccion en
el mercado de una nueva plataforma automatizada. Evaluar la correlacion y concordancia

entre ambos.

Materiales y métodos:

Se midieron las concentraciones de IGF-I e IGFBP-3 por ambos métodos en 57 muestras de
nifios de ambos sexos con edades comprendidas entre 6 meses y 14 afios que consultaron
por retraso en el crecimiento o baja talla en el Hospital Interzonal de Agudos Especializado

en Pediatria Sor Maria Ludovica de la Plata, Argentina, durante el afio 2020.

Analisis estadisticos: Se utiliz6 el analisis Bland-Altman o grafico de diferencia en funcién
del promedio y el método de regresion de Deming. Se calcul6 la pendiente, la interseccion
en el origen y el coeficiente de correlacion, todo con un intervalo de confianza del 95%

(IC=95%).
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Resultado:

En la comparacion de métodos mediante el procedimiento de regresion de Deming, la recta
obtenida para IGF-1 fue: y= -13,52 + 1,146x y para IGFBP-3 y=0,239 + 1,047x. El
coeficiente de correlacion para IGF-I es r= 0,96 y para IGFBP-3 r=0,84.

Discusion y conclusion:

Segun el andlisis estadistico IGFBP3 medido por ambos métodos presentd un error
sistematico constante de 0,5, mientras que el ensayo de IGF-I presentd un error sistematico
proporcional. Existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores de IGF-I
e IGFBP-3 medidos por ambos métodos, aunque clinicamente irrelevante. Los valores
absolutos de IGF-I e IGFBP-3 por ambas metodologias fueron comparables, siendo ambas

técnicas adecuadas para su utilizacion.
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Abreviaturas

e IGF-I: Factor de crecimiento insulino simil tipo 1
e IGFBP-3: proteina transportadora de IGF-I
e GH: hormona de crecimiento

e GHD: déficit de hormona de crecimiento

e GHBP: proteina transportadora de GH

e RGH: receptor de GH

e ALS: subunidad acido I4abil

e SS: somatotropina

e aa: aminoacidos

e ISS: talla baja idiopatica

e KbDa: kilo dalton

e CLIA: chemiluminescent Immuno Assy

e IS: internacional de estandar

e [RP: intervalo de referencia

e N: cantidad de variable

e IC: intervalo de confianza

e SD: desviacion estandar
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< Introduccion general

La GH o la somatotropina es una molécula polipeptidica de cadena sencilla de 191 aa,
la cual es sintetizada, almacenada y secretada por las células somatotrofas de la
hipofisis anterior. La principal forma circulante de la GH (75%) es de 22 Kda. La
hormona hipotalamica liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH) estimula su
secrecion, mientras que la somatostatina o factor inhibidor de la liberacion de

somatotropina (SS), la inhibe (1).

En circulacion la GH se une a su proteina de alta afinidad (GHBP), esta proteina se
genera por el clivaje proteolitico del dominio extracelular del receptor de GH (RGH), la
union de la GH al GHBP activa la transcripcion del gen IGF-1, gen IGFBP3 (principal
proteina de transporte de IGFs) y del gen ALS (subunidad 4cido 14bil) en higado. IGF-I,
IGFBP3 y ALS forman un complejo ternario que estabiliza al IGF-I en circulacion. Una
de las funciones principales de la IGFBP3 es prolongar la vida media de IGF-I y regular

su biodisponibilidad ya que la fraccion libre de IGF-I es la biolégicamente activa (2).

IGF-I es un factor de crecimiento relacionado estructuralmente a la insulina, se produce
en respuesta a la GH. Tiene accion estimuladora del crecimiento, potencia la accion de
la insulina y regula la proliferacion celular, induce las actividades celulares
subsecuentes, particularmente sobre el crecimiento del hueso. Ejerce un retrocontrol
negativo sobre la secrecion de la GH, a nivel hipofisario e hipotalamico. Es el principal
marcador periférico de accioén de la GH y es el que mejor se correlaciona con el estado
secretor de GH en la vida posnatal. La medicion de su concentracion en el suero es util

principalmente para el seguimiento y la evaluacion de los trastornos del crecimiento (3).

La IGFBP3 es la principal transportadora de IGF-I y la mas dependiente de GH lo que
permite obtener una idea aproximada de los valores circulantes de IGF-I, asi como del
estado de secrecidon-accion de GH. La medicidon de su concentracion al igual que la
IGF-I también es util para el seguimiento y la evaluacion de los trastornos del

crecimiento (3.,/).
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La determinacion de IGF-I y su proteina transportadora en el laboratorio clinico se
realiza mediante inmunoanalisis. Los resultados obtenidos al medir un mismo
parametro con diferentes inmunoanalisis puede variar ampliamente debido a diferencias
en la estandarizacion, los anticuerpos utilizados, los métodos utilizados para eliminar
interferencias (por ej., distintos métodos de extraccion de la proteina transportadoras en
el caso de la determinacion de IGF-I) o la presencia de formas moleculares que han
sufrido modificaciones postraslacionales (por ej., fosforilacién, glucosilacién o
protedlisis en el caso de algunas IGFBP). Asi pues, para poder valorar las
concentraciones de IGF y péptidos relacionados, es necesario conocer los rangos de

referencia obtenidos con el mismo método analitico en una poblacion sana (4).

Un correcto resultado de IGF-I e IGFPB-3 es imprescindible para el diagndstico y
seguimiento de los distintos desordenes del crecimiento, y como predictor de respuesta
al tratamiento en niflos con GHD vy talla baja idiopatica (ISS). Es por lo tanto

importante determinar si ambos métodos arrojan resultados equivalentes.
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< Introduccion especifica

v Eje hipotalamo-hipofisis-GH

La hormona de crecimiento (GH, growth hormone) es una hormona proteica que es
producida por la adenohipéfisis o hipdfisis anterior constituida por una sola cadena que esta
codificada en el brazo largo del cromosoma 17 en la region (17q22-24). El gen codificante
de la GH, denominado GHI1, forma parte del conjunto genético de GH localizado en el
brazo largo del cromosoma 17. El gen GHI1 se expresa en las células somatotropas de la
hipofisis anterior. Su producto primario es una prohormona de 217 aa que contiene en su
extremo N-terminal un péptido sefial necesario para su translocacién al interior del reticulo
endoplasmico en donde se completa su procesamiento mediante la escision del péptido
sefal, lo que da lugar a una proteina de 191 aa y 22 KDa que corresponde a la GH

propiamente dicha y la més abundantes (f), como se esquematiza en la figura 1.
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Figura 1. Representacion esquematica de la expresion génica de la GH
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v" Regulacion de la GH.

La regulacion fundamental para mantener su nivel de concentracion constante esta dada por

dos factores hipotaldmico que son: la hormona liberadora de GH (GHRH) y la

somatostatina (SS), ambos estan producido por los ntcleos neurosecretores hipotaldmico y

liberado en sangre venosa portal hipofisario, son principales controladores de la secrecion

de la GH por las células somatotropica.

Su patrén de secrecion es pulsatil alcanzando su

pico maximo durante la noche, especialmente durante la primera fase de suefio de onda

lenta. Multiples factores regulan la secrecion de GH, como se esquematiza en la figura 2
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Figura 2: Eje de la hormona de crecimiento. Diagrama simplificado del eje GH-IGF que involucra las
hormonas y factores hipotaldmicos que controlan la liberacion de GH hipofisaria, las proteinas de unioén a la
GH y su receptor, el IGF-1, y su unién a receptores especificos.
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La GH se distribuye a través de la sangre hacia su tejido diana, entre los que se encuentra
el higado. Una vez alli, permite la secrecion de IGF-I e IGF-2. Estas participan en el
mecanismo de feedback negativo, donde IGF-I estimula la sintesis de somatostatina e

inhibe la GHRH (5).

La GH es el principal regulador del crecimiento posnatal, posee importantes acciones
metabolicas en diversos tejidos, sinérgicas o incluso antagénicas a las del factor de
crecimiento, a semejanza de la insulina tipo I (IGF-I). La GH se vincula a su receptor
(GHR) y via de activacion del sistema JAK-STAT, estimula especialmente en el higado la
produccion de IGF-1, que se vincula a una de las seis proteinas transportadoras (IGFBPs),
especialmente la IGFBP-3, y la subunidad acido-labil, formando el complejo ternario, que

funciona como un reservorio circulante del IGF-I, impidiendo su rapido clearance (6).

v Transporte de IGF-I en la circulacién

Después de ser sintetizado, el IGF-I es liberado a la circulacion donde es transportado por
sus IGFBPs. Solamente el 1% del IGF-I circula en forma libre ya que el 75% circula unida
a la IGFBP-3, formando un complejo ternario al cual pertenecen el IGF-I/IGFBP-3/ALS
que no puede atravesar el endotelio vascular. Las IGFBPs modulan la interaccion de IGFs
con sus receptores y por lo tanto controlan indirectamente su accidén bioldgica. Es decir,
cuando los IGFs se encuentran unidos a alguna de las IGFBPs no interaccionan con los
receptores. Por otro lado, la unién de IGF-I con IGFBP-3 aumenta la vida media en
circulacién 10-30 minutos a 12 horas y reduce la biodisponibilidad a los sitios de union del
receptor presente en los tejidos. El otro 24% se encuentra unido al resto de la IGFBPs,
fundamentalmente a la IGFBP-1 e IGFBP-2 que son de menor tamafio y si son capaces de

atravesar el endotelio vascular (7, 10).

Los IGFs actuan a través de un receptor tirosina quinasa (IGF-IR) que estd ubicado en la
superficie celular. Este receptor consiste en un heterotetramero compuesto de dos
subunidades alfa extracelulares y dos subunidades beta de transmembrana, en cuya porcion
citoplasmatica se encuentra su dominio quindsico. Si bien es cierto existe una alta

homologia entre la insulina y el IGF-I y, ademas, entre el receptor de insulina (IR) y el de
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IGFs (IGF-IR), la afinidad IGF-I por su receptor es 100 a 1.000 veces mayor que la de
insulina. Después de la autofosforilacion IGF-IR, la proteina SHC (proteina que contiene
SH2) es reclutada para el receptor y se fosforila en el residuo de tirosina. La proteina
activada SHC se une el adaptador de GRB2 (receptor del factor de crecimiento proteina
unidad-2), lo que permite el reclutamiento de SOS por el IRS. Este complejo permite la
fosforilacion de RAS. Una vez activado RAS, se inicia una serie de cascada de
fosforilacion secuencial que implica la serina/treonina quinasa Raf, MEK 2 (M AP quinasas
quinasa), y ERK/1/2 (quinasa regulada por sefales extracelulares). Esta via de sefializacion
IGF-IR (figura 3) actia basicamente sobre el crecimiento, el desarrollo y la diferenciacién

celular, pero, en algunos casos, también puede regular el mecanismo de la apoptosis (8).
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Figura 3: Receptor tirosina quinasa (IGF-IR)
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v" Regulacion de la produccion del IGF-1.

Mas del 75% de la concentracion sérica del IGF-I es producida por el higado. El esqueleto
es la segunda fuente de IGF-I, tanto por la sintesis de novo (por las células 6seas) como por
la liberacion de IGF-I atrapado en la matriz proteica, que ocurre durante la fase de
resorcion. Los principales factores reguladores de la sintesis de IGF-I son la secrecion GH
y el estado nutricional. En esta linea, la concentracion sérica del IGF-I ha sido utilizada
clinicamente como un marcador subrogado del statu de GH en diversas enfermedades,
como el déficit de GH (DGH) y la acromegalia, ya que refleja la secrecion hipofisaria de
GH. Ademas, diversos estados catabolicos (inmovilizacion prolongada, sepsis, desnutricion
proteico-caldrica, etc.) limitan la sintesis del IGF-I. Otra situacion que se ha relacionado
con una alteracion de la sintesis y accion de IGF-I es el envejecimiento. Desde el
nacimiento, el IGF-I aumenta de forma progresiva consiguiendo un pico maximo en la
pubertad. Posteriormente, presenta una reduccion progresiva relacionada con la edad que se
debe a la disminucion de los pulsos de GHRH y a descenso de la produccion de esteroides
sexuales. Ademads, las funciones de IGF-I en el tejido 6seo pueden alterarse en otras
situaciones patoldgicas como son las enfermedades tiroideas, las descompensaciones
diabéticas, el tratamiento con glucocorticoides, etc., también por la disminucion de la
sintesis como por aumento de la produccion de factores inhibidores, entre los que destacan

las IGFBP-1 y 4 (9).

v Acciones fisiologicas de IGF-1

Los IGFs son factores de crecimiento que ejercen sus efectos bioldgicos en varios tipos de
células, actian por mecanismos autocrinos, paracrinos y endocrinos. Entre las actividades

generales estan (10):

a. Ser agentes mitdgenos (que promueve la mitosis o division celular), por tanto,
favorecen la diferenciacion y replicacion celular.
b. Activacion de la incorporacidon de timidina a DNA lo cual favorece la sintesis del

mismo.
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C.

Incorporacion de prolina en la coldgena y sulfato en los proteoglicanos con lo cual
se estimula el crecimiento del cartilago.

Accion de tipo insulinica sobre el metabolismo glucidico, lipidico y proteinico de
tejido conjuntivo, adiposo y fibroso. En el musculo estimulan el transporte de
aminoacidos y la incorporacién de glucosa en el glucoégeno.

Estimulacion de la sintesis proteina y hormonal.

Actividad especifica del IGF-1I

El IGF-I tiene una gran variedad de actividades metabolicas en células y tejidos donde

exista el receptor para el IGF-I. Las acciones bioldgicas que se presentan a continuacion

son especificas de IGF-I (10):

II.

I11.

IV.

Participa en la regulacion del desarrollo perinatal. La sintesis de IGF-I se ha
observado en varias especies en el estado embrionario.

Tiene una funcidén importante en el control de la secrecion de la hormona del
crecimiento al inhibir su liberacion. Cuando baja la concentracion de IGF-I se
estimula la secrecion de la GH.

Protege a muchas células de la apoptosis. Como resultado es posible que células
cancerosas productoras de IGF-I sean resistente a la apoptosis inducida por
quimioterapia. Se ha demostrado que la formacioén de aductos DNA formados por
los agentes anticancerigenos dexorrubicina y paclitaxel disminuyen al administrar
IGF-I. Este fenomeno puede deberse a la inhibiciéon de la apoptosis o a una
proliferacion celular inducida por el IGF-I.

Tiene un papel especifico en el funcionamiento cardiaco pues promueve el
crecimiento del musculo cardiaco, aumenta la contractilidad y el volumen cardiaco.
Aumenta el consumo de sodio y favorece el transporte de sodio en los tibulos

renales.

Durante el embarazo, el IGF-I estimula la division celular y el crecimiento de los tejidos

maternos, a la vez que estimulan los procesos anabdlicos que dan como resultado el

incremento del tejido graso, de las reservas de glucogeno hepatico, asi como el desarrollo

de las glandulas mamarias entres otras modificaciones. En esencia el IGF-I tiene efectos
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similares a los de la insulina sobre el musculo y la placenta al estimular el transporte de
aminoacidos y glucosa, asi como inhibir la lipolisis en el tejido adiposo. En posnatal el
IGF-I es capaz de estimular el crecimiento del cartilago, la sintesis de ARN, de ADN y de
proteinas; asi como de estimular procesos anabdlicos, el IGF-I juega un papel importante en
el crecimiento como lo demuestra la estrecha correlacion entre las concentraciones

circulantes de este factor y la velocidad de crecimiento de los nifios (7).

v" Concentraciones plasmaticas del IGF-I e IGFBP-3

Las concentraciones plasmaticas de IGF-I presentan grandes variaciones en las diferentes
etapas del desarrollo humano. En el recién nacido y en los primeros anos de vida las
concentraciones son muy bajas y aumentan progresivamente durante la infancia, aunque el
rango de normalidad es relativamente amplio. El aumento més importante se produce
durante la pubertad, de forma paralela al aumento en la secrecion de GH, y se alcanzan
concentraciones maximas al final del crecimiento, con concentraciones mas elevadas en el
sexo femenino. La cronologia de la evolucion de las concentraciones de IGF-I presenta
diferencias entre los dos sexos debido a las diferencias madurativas: asi el aumento durante
la pubertad es funcion del estadio puberal y, por tanto, es mas precoz en las nifias. Después
de la adolescencia la secrecion de GH disminuye aproximadamente un 14% por cada
década de la vida, lo que se acompaiia de una disminucién paralela de las concentraciones
plasmaticas de IGF-I. En la vida adulta también existen diferencias en relacion con el sexo,
aunque menos marcadas, y las concentraciones son mas bajas en las mujeres respecto a los

varones de la misma edad (4).

La evolucioén de las concentraciones de IGFBP-3 presenta patrones similares a los del IGF-
I, aunque la magnitud de las variaciones es menos importante. De este modo, durante la
pubertad el IGF-I aumenta proporcionalmente mas que la IGFBP-3, por lo que aumenta
significativamente la relacion molar IGF-I/IGFBP-3 coincidiendo con la maxima velocidad
de crecimiento. Ademas, durante la pubertad no varian practicamente ni IGF-II ni IGFBP-

2, pero disminuyen progresivamente la concentracion de IGFBP-1, por lo que hay un
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aumento de la fracciéon libre de IGF-I. La determinacion de IGF-I y su proteina

transportadora en el laboratorio clinico se realiza mediante inmunoanalisis.

v" Factores a considerar en relacion a la mediciéon de la concentraciéon de IGF-I

en el suero

La concentracion de IGF-I en el suero se mide actualmente en un gran nimero de
laboratorios clinicos. Sin embargo, para poder interpretar sus resultados de forma adecuada
es necesario conocer una serie de factores inherentes a su propia fisiologia, asi como

diferentes aspectos metodologicos que influyen en su medicion.

1) Variabilidad bioldgica interindividual de la IGF-I

Las concentraciones de IGF-I presentan grandes variaciones en funcion de la edad, el sexo
y el desarrollo puberal. Durante los primeros afios de la vida las concentraciones son muy
bajas, aumentando progresivamente durante la infancia hasta presentar un fuerte
incremento al llegar a la pubertad, que se acompafia de un aumento paralelo de la secrecién
de GH y de esteroides gonadales. Sus concentraciones son maximas en el adulto joven y, a
partir de entonces, durante la vida adulta se produce una disminucion lenta y progresiva de
las mismas. Las concentraciones de IGF-I son algo mds elevadas en el sexo femenino,
sobre todo en la pubertad, adelantandose en 1-2 afios al pico méximo observado para los
varones, debido fundamentalmente a las diferencias madurativas. Por el contrario, en
adultos, el promedio e sus concentraciones en hombre es algo mas elevado que en mujeres,

aunque en muchos estudios estas diferencias no llegan a ser significativas (11,12).

2) Variabilidad bioldgica intraindividual de la IGF-1

Las concentraciones de IGF-I presenta una gran variabilidad intraindividual. En diversos
estudios se ha observados que las concentraciones de IGF-I obtenidas en individuos sanos,

en un periodo de tiempo comprendido entre 2 y 3 semanas, pueden variar entre el 10% y
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36%. Teniendo presente esta gran variabilidad biologica, el diagnostico deberia llevarse a
cabo tras realizar varias mediciones de esta magnitud a lo largo de un periodo de tiempo
determinado y no a partir de un unico resultado puntual, en especial, cuando las
concentraciones de IGF-I se hallan cerca de los limites de decision clinica. A diferencia de
las concentraciones de GH en el suero, las concentraciones de IGF-I son relativamente
estables a lo largo del dia. No presentan ritmo circadiano ni fluctuaciones significativas

relacionadas con la ingesta de alimentos (11).

3) Estado nutricional

El estado nutricional afecta considerablemente a las concentraciones de IGF-I y a algunas
de sus proteinas transportadoras, en especial la proteina 1 enlazante del factor de
crecimiento insulinoide (IGFBP-1). En situaciones de mal nutricion o ayuno prolongado,
asi como en estado catabodlicos, diabetes mellitus descompensada, insuficiencia hepatica o
renal, se produce una resistencia a la accion de la GH que da lugar a que las

concentraciones de IGF-I estén disminuidas (11).

4) Separacion de las proteinas transportadoras

El IGF-I circula en su mayor parte unido a proteinas transportadoras de alta afinidad
formando complejos de alto peso molecular, fundamentalmente con la IGFBP-3 y la ALS,
de forma que para medir la concentracion de IGF-I total es necesario realizar una
separacion previa. El método de referencia para separar el IGF-I de sus proteinas
transportadoras es la cromatografia de exclusiéon molecular o de filtracion en gel, que
emplea una columna Sephadex® (columna rellena de una resina de dextrano) como fase
estacionaria y una solucién acuosa a pH acido como fase moévil. Este método es muy
laborioso y por consiguiente no es aplicable para la mayoria de los laboratorios clinicos,
por lo que en la practica clinica se ha utilizado diferentes métodos de extraccion para
separar los IGFs de sus proteinas transportadoras, con una eficiencia variable, como la

extraccion en fase solida, la precipitacion con acido etanol o la ultracentrifugacion, entre
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otros. En la actualidad, el método mas utilizado es la separacion funcional con exceso de
IGF-II, ya que se ha podido adaptar facilmente a diferentes plataformas de inmunoanalisis
automatizados. Este método consiste en acidificar el medio para romper el complejo
ternario IGF/IGFBP/ALS, y afiadir posteriormente un exceso de IGF-II para bloquear los
lugares de union de la IGFBP-3 (figura 3), quedando asi el IGF-I libre de la muestra para
que su concentracion pueda ser medida. Si se utiliza este sistema, es muy importante que el

anticuerpo del inmunoanalisis no presente reactividad cruzada con IGF-II (4, 11).
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Figura 3: Extraccion y bloqueo de las IGFBP con exceso de IGF-II
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v Evaluacion del eje IGF-I-IGFBP-3

Existen varias metodologias disponibles para evaluar el eje IGF-IGFBP:

e Métodos inmunologicos:

- Dosaje de IGF-I (RIA, IRMA, DELFIA, ELISA, CLIA)
- Dosaje de IGF-II (RIA, IRMA, CLIA)
- Dosaje de IGFBP especificas (RIA, IRMA, CLIA, ELISA)

e IGFBP cuali/cuantitativos (SDS-PAGE, Binding capacity)
e Receptores de IGF

+ El dosaje inmunoldgico de IGF-I resulta particularmente interesante debido a que el
IGF-I es en gran medida dependiente de la GH. El dosaje de esta proteina seria util
en el diagnostico y seguimiento de nifios con deficiencia de GH. Para la
interpretacion de los resultados debe tenerse en cuenta que:

A. La concentracion sérica de IGF-1 es relativamente estable a lo largo del dia, debido
fundamentalmente a su asociacion con IGFBP-3 y ALS (menos del 5% del IGF-1
circula en forma libre).

B. La interpretacion correcta de los valores séricos de IGF-1 requieren considerar la
edad, el sexo y el estado nutricional del paciente.

C. Los niveles séricos de IGF-1 se encuentran disminuidos en la mayoria de los
pacientes (pero no en todos) con déficit de GH, malnutricioén y sindrome de Laron.

D. La concentracion sérica de IGF-I estd aumentada en los pacientes acromegalicos,
debido al exceso de GH.

E. Sin embargo, nifios con déficit de crecimiento constitutivo (es decir, sin alteracion
en el eje GH/IGF) pueden tener valores de IGF-I bajos. Por consiguiente, este dato
aislado no es diagnostico, sino que debe analizarse juntamente con el resto de los

datos del paciente (13).
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+ Dosaje inmunoldgico de IGFBP-3 especificas:
La IGFBP-3 es la de mayor interés clinico por su dependencia de GH. En rigor, los niveles
circulantes de IGFBP-3 se corresponden con los de IGF total (IGF-I + IGF-Il), y éstos
correlacionan a su vez con el sistema de la GH. La IGFBP-3 transporta aproximadamente el
90% de los IGF circulantes. Es la proteina transportadora de IGFs mayoritaria durante la
vida post-natal. La concentracion plasmatica de la IGFBP-3 disminuye hasta un 80% en el
hipopituitarismo y en la deficiencia de GH. De esta forma el dosaje de esta proteina seria
util en el diagnostico y seguimiento de nifios con deficiencia de GH. Por otro lado, aumenta
2-3 veces en pacientes acromegalicos, y post-inyeccion de GH. Los niveles de IGFBP-3
correlacionan con los de IGF-1, de tal manera que su concentracion baja cuando el IGF-I
disminuye. Asi, el IGF-I parece ser el regulador mas importante de los niveles de la

IGFBP-3, siendo los efectos de la GH indirectos (es decir, mediados a través del IGF-1)
(13).
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¢ Objetivos

Objetivo general:

Comparar dos inmunoensayos comerciales (Immulite® y Maglumi®) de diagnostico in
vitro para IGF-1 y IGF-BP3 utilizando muestras de pacientes a partir de la introduccion en

el mercado de una nueva plataforma automatizada.

Objetivos especificos:

- Comparar las concentraciones de IGF-I e IGFBP-3 obtenidas mediante dos métodos
automatizados por quimiluminiscencia comerciales “Immulite 2000 de Siemmens” 'y
“Maglumi 600 de Snibe”.

- Evaluar la correlacion y concordancia entre ambos métodos.

- Determinar el sesgo entre los dos procedimientos.

- Establecer si brindan resultados equivalentes dentro del poder estadistico.
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< Materiales y métodos

v Tamaiio de la muestra:

Se analizaron 57 muestras de suero de pacientes de ambos sexos con edades
comprendidas entre 6 meses y 14 afios, que concurrieron durante el periodo establecido
junio-octubre de 2020 a la consulta por retraso en el crecimiento o baja talla en el
Hospital Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria Sor Maria Ludovica de la
Plata, Argentina. Los nifios fueron evaluados de acuerdo a criterios clinicos,
auxologicos y bioquimicos indicados en las guias consenso para el diagndstico
tratamiento de DGH en la nifiez y adolescencia (14). Se excluyeron otras causas de
déficit de crecimiento, como hipotiroidismo, enfermedad sistémica cronica, sindrome

de Turner y/o trastornos 6seos.

v' Método de dosaje:

Las determinaciones de IGF-I e IGFBP-3 séricos fueron realizadas utilizando dos
inmunoensayos automatizados quimioluminiscentes (ICMA): Immulite Siemmens y

Maglumi 600 de Snibe.
Todos los ensayos se llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

IMMULITE 2000 IGF-I: Se trata de un ensayo quimioluminiscente, en fase solida
totalmente automatizado y calibrado frente al estandar WHO 2nd IS 02/254. El ensayo
requiere un pretratamiento para separar IGF-I del complejo ternario que forma con el
componente 4cido 1abil y la proteina transportadora fundamentalmente IGFBP-3, esta
separacion se realiza automaticamente mediante una diluciéon 1:10 de las muestras con
un diluyente acido provisto en el kit. La IGF-I de la muestra prediluida y los
anticuerpos anti- IGF-I policlonales de conejo unidos a una fosfatasa alcalina, forman
un complejo tipo sandwich con otro anticuerpo monoclonal anti-IGF-I especifico,

murino unido a su vez a la bola de poliestireno.
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Durante el periodo de incubacion (60 minutos) a 37° C con agitacion intermitente, la
IGF-I se une para formar un complejo tipo sdndwich. La fraccidon no unida se elimina

por un lavado centrifugo.

El sustrato quimioluminiscente, un éter fosfato de dioxetano de adamantilo, se afiade e
incuba durante un periodo adicional de 10 minutos. La emision de fotones es
proporcional a la concentracion del analito. El volumen de muestra que requiere el

ensayo por determinacion es de 75 ul.

MAGLUMI 600 IGF-I: Ensayo immunoluminometrico tipo sandwich totalmente
automatizado y calibrado frente al estindar WHO 2nd IS 02/254.

La muestra (calibradores o control), el agente de desplazamiento (buffer acido), un
buffer y las microperlas magnéticas recubiertos con un anticuerpo monoclonal anti-
IGF-I se mezclan bien y se incuban a 37°C. La fraccion unida se separa por
precipitacion a través de un campo magnético y la fraccion libre se descarta mediante
lavados. Se agrega otro anticuerpo monoclonal anti-IGF-I con etiqueta ABEI y se
incuba a 37°C formando un sdndwich; el cual vuelve a separarse por accion de un
campo magnético y lavados. Posteriormente, se agrega el iniciador 142 para iniciar una
reaccion de quimioluminiscencia. La sefial luminosa se mide mediante una foto
multiplicadora como RLU en 3 segundos y es proporcional a la concentracion de IGF-I
presente en la muestra. El volumen de muestra requerido para la determinacion de IGF-

Ies 15ul.

IMMULITE 2000 IGFBP-3: Utiliza un anticuerpo murino monoclonal anti-IGFBP-3
unido a una bola de poliestireno que se incuba con la muestra prediluida
automaticamente (1/100) y un anticuerpo monoclonal murino anti-IGFBP-3 conjugado
con una fosfatasa alcalina. Durante el periodo de incubacion (30 minutos) a 37°C y una
agitacion intermitente, la IGFBP-3 de la muestra forma un complejo tipo sdndwich con
los anticuerpos. La fraccion no ligada se elimina tras un lavado. A continuacion, se
aflade un sustrato quimioluminiscente, un ester fosfato de dioxetano de adamantilo y se
incuba 10 minutos mas. La emision de fotones es proporcional a la concentracion del

analito. El ensayo esta calibrado frente a un estandar de IGBP-3 obtenido por tecnologia
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de DNA recombinante no glicosilado (MW28,75KD): NIBSC 93/560 (National
Institute for Biological Standars and Control Insulin-like growth factor binding protein-

3). El volumen de muestra que requiere el ensayo por determinar es de 60 ul.

MAGLUMI 600 IGFBP-3: el IGFBP-3 es un inmunoensayo de quimioluminiscencia

tipo sandwich.

La muestra (o calibrador/control), un anticuerpo monoclonal anti-IGFPB-3 con etiqueta
ABEI y microperlas magnéticas recubierta con otro anticuerpo monoclonal anti-IGFBP-
3, se mezclan e incuban a 37°C. El complejo tipo sandwich formado se separa por
accion de un campo magnético y posteriores lavados. Finalmente, se agrega iniciador
1+2 para iniciar una reaccion de quimioluminiscencia. La sefial luminosa se mide
mediante una foto multiplicadora como RLU en 3 segundos y es proporcional a la
concentracion de IGFBP-3 presente en la muestra. El volumen de muestra requerido

para la determinacion de IGFBP3 es 10 uL.

v Plan de analisis estadisticos:

Para la recoleccion de datos y el armado de base de datos se utilizé el programa Excel
(Office 2010) y para el analisis de distribucion normal se utilizé el Stata 14. Para la
evaluacion de normalidad se usaron métodos graficos como el qgplot, histograma, box

plot, método analitico de Shapiro-Wilk y el test de Kolmogorov-Smirnov.

Para realizar la comparacion de métodos se utilizo el programa Analyse-it® asociados a
Excel. Este programa permite realizar el analisis de Bland-Altman, regresion lineal,
regresion de Deming y regresion de Passing-Bablok. Se utilizé el andlisis Bland-
Altman o grafico de diferencia en funcion del promedio y el método de regresion de
Deming. A diferencia de la regresion lineal en la que se asume que uno de los métodos
no tiene error, en la regresion de Deming se asume que los dos métodos tienen error. Se
calcul6 la pendiente, la interseccion en el origen y el coeficiente de correlacion, todo

con un intervalo de confianza del 95% (IC=95%).
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+ Resultados

El test de Shapiro-Wilk no se utilizo ya que es para una cantidad menor a 50 muestras y
por lo tanto se aplico el test de Kolmogorov-Sminov que es para una cantidad mayor a

50 muestras.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Maglumi IGF-1 ,097 57 ,200° ,959 57 ,038
Immulite IGF-1 ,098 57 ,200° ,939 57 ,005
Maglumi IGFBP3 ,063 57 ,200° ,984 57 ,603
Immulite IGFBP3 ,090 57 ,200° ,966 57 ,086

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Se encontré que las distribuciones de IGF-1 e IGFBP-3, no se pueden diferenciar de la

normal, por lo tanto, se expresaron como media + desvio estandar (SD) para cada uno

de los inmunoensayos. Los datos se muestran en la Tabla 1.

Variable

Immulite 2000

Maglumi 600

N

57

57

IGF-I (ng/ml)

230,81 + 155,7

214,56 + 136,4

IGFBP-3 (ng/ml)

4,22 + 1,68

3,70 £ 1,52

Tabla 1: Valores de IGF-I e IGFBP-3 obtenidos por immulite 2000 y maglumi 600. Datos expresados

como media y desvio estdandar (SD).
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Para determinar el grado de concordancia entre Immulite 2000 y Maglumi 600 se utilizo el
grafico de Bland-Altman (Figura I). Se represent6 el promedio de las dos mediciones de

IGF-I (ng/ml) y la diferencia obtenida porcentual entre ambas metodologias.

La diferencia promedio entre los puntos tiene un error de 3,42 % y el intervalo de 95% de

confianza indica que la diferencia esté entre -3,42 a 10,25%.

Figura 1. Andlisis de concordancia de Bland-Altman entre los niveles de IGF-I por

Immulite 2000 y Maglumi 600.
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Diferencia de las determinaciones de IGF-I por Immulite 2000 y Maglumi 600 expresada en
porcentaje. La linea horizontal negra indica el cero “0” de la escala de diferencia, las dos lineas azules
punteada representa los limites de concordancia a -47,08 - 53,92% DS por arriba y por debajo de la linea
“0”. La linea azul representa el sesgo o bias obtenido en porcentaje entre las mediciones por ambos
métodos. Bias: 3,42% (IC: -3,42 — 10,25%).
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Al realizar la regresion lineal de Deming se obtuvo un punto de corte en el origen
-13,52 (IC 95%: -34,97 a -7,92), una pendiente de la recta de 1,14 (IC 95%: 1,06 a 1,23)
y una recta de regresion calculada de y = -13,52 + 1,14x, como se puede observar en la

Figura II. El coeficiente de correlacion entre los dos métodos analizados fue 0,96.

Figura II: Andlisis de regresion de Deming, el cual indica un apartamiento de la

recta de la linea de identidad.
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Analisis de regresion de Deming. La linea negra corresponde a la recta con ordenada 0 y pendiente 1.
La linea roja representa la recta de regresion de los datos. Recta: y=-13,52 + 1,14 x. Pendiente: IC

95%: 1,06 a 1,23; ordenada de origen: IC 95%: -34,97 a 7,925.

Pagina




La Figura III muestra el grafico de Bland-Altman en el que se observa la relacion entre
la diferencia de las determinaciones de IGFBP-3 medidas por Immulite 2000 y

Maglumi 600.

Los datos se distribuyeron homogéneamente alrededor de la linea media y fueron
estables en todo el rango de medicion. Mas del 99 % de los datos estuvieron dentro de

los limites deseables.

El promedio de la diferencia a nivel de datos es 12,4% en valor porcentual con un
intervalo de confianza de 95% (IC 95%; 6,001 — 18,96) significativamente diferente de

0 porque el intervalo de confianza no incluye al 0.

Figura III Diagrama de Bland-Altman. Diferencia de las determinaciones de IGFBP-3
con Immulite 2000 y Maglumi 600.
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La linea horizontal negra indica el “0” de la escala de diferencia, las dos lineas azules punteadas
representan los limites de concordancia, ubicados a -35,39 a 60,36% SD por arriba y por debajo de la
linea “0”. La linea azul indica el sesgo o corrimiento obtenido entre las mediciones por ambos métodos.
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Al efectuar el andlisis de regresion de Deming (Figura IV) se obtiene la ecuacion de la
rectay = 0,236 + 1,047 x, Pendiente: IC 95%: 0,88 a 1,21; Ordenada al origen: IC 95%:
-0,274 a 0,747; y el coeficiente de correlacion 0,84.

Figura IV: Anadlisis de regresion de Deming
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La linea negra corresponde a la recta con ordenada 0 y pendiente 1. La linea roja representa la recta de
regresion de los datos. Recta: y = 0,236 + 1,047 x; Pendiente: IC 95%: 0,88 a 1,21; Ordenada al origen:
IC 95%: -0,274 a 0,747.
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< Discusion

En este trabajo se realizO una comparacion metodoldgica entre Immulite 2000 y
Maglumi 600 para la determinacion de IGF-I e IGFBP-3. Las estrategias analiticas
pueden diferir, pero estas deben proporcionar la maxima informaciéon con la mejor
eficiencia clinica y analitica posible, con vista a un diagnostico preciso y eficiente. En
IGF-I, al obtener la ecuacion de la recta, se observa que el intervalo de confianza de la
intercepcion incluye al 0, por lo que no se observa diferencia sistematica entre los dos
métodos en la ordenada al origen. El intervalo de confianza de la pendiente es
ligeramente mayor que 1 porque el IC: 95% no incluye al 1, lo que nos indica que hay
un error sistematico proporcional. Debido a esto, se puede observar que a medida que
aumentod la concentracién de IGF-I, los valores de Immulate 2000 y Maglumi 600 se

encontraron ligeramente por encima de la linea de identidad.

Teniendo en cuenta las especificaciones de calidad de variabilidad bioldgica deseable
para IGF-I (que considera un error sistematico permitido del 12%), el bias obtenido del
3,42% fue considerado aceptable. Si bien hay diferencias que son estadisticamente

significativos para ambos métodos, desde el punto de vista clinico son comparables.

En IGFBP-3, al efectuar el analisis de regresion de Deming se obtiene la ecuacion de la
recta donde la pendiente incluye al 1 y la ordenada al origen incluye al 0, por lo que se
observa diferencia sistematica constante de 0,5 entre los dos métodos y un coeficiente
de correlacion de 0,84. Debido a esto, se pudo observar que a medida que aumento la
concentracion de IGFBP-3, los valores de Immulite 2000 se encontraron ligeramente
por encima de lo que cuantifico Maglumi 600. De acuerdo a los obtenidos en el grafico
de Bland-Altman y en el analisis de regresion de Deming podemos ver que también
existe correlacion entre ambos métodos. A pesar de que la pendiente y la ordenada al
origen incluyen al 1 y 0, hay un error constante y, de acuerdo a la variabilidad biologica

se puede considerar aceptable.

La medida tanto de IGF-I como IGFBP-3 tiene sus limitaciones debido a que las
estandarizaciones de los resultados se ven influenciadas por varios factores que pueden

afectar su interpretacion dependiendo del inmunoensayo utilizado. IGF-I
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fundamentalmente se ve afectado por el procedimiento que se utiliza para eliminar las
proteinas ligadoras, la afinidad de los anticuerpos utilizados y el estdndar de referencia
frente al cual se calibran los dos métodos. Otras de las causas a tener en cuenta es el N

(numeros de datos) con mayor N probablemente podriamos obtener mejores resultados.

< Conclusion

En base a los andlisis estadisticos podemos concluir que existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos métodos, sin embargo, en funcion de los
errores obtenidos y aplicando criterios de calidad segun variabilidad biologica creemos
que los dos métodos son comparables y adecuados para su utilizacion en el diagnostico
clinico. Asimismo, sostenemos que es conveniente realizar el seguimiento de pacientes

pediatricos con una misma metodologia.
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