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Introduccion

Background: Clonidine provocative test is used for the diagnosis of growth hormone (GH)
deficiency. The duration of the test is not uniform across places where it is performed.
Aim: To evaluate the frequency and timing of GH peaks during the clonidine test. To de-
termine the timing with the highest diagnostic yield for GH deficiency. Patients and Me-
thods: Analysis of the GH response during a clonidine test performed to 93 children with
low stature, aged 11 + 3 years (41% women), with mean z scores of -2.3 £ 0.8 for height
and of 0.4 £ 0.9 for body mass index, that were consecutively studied. A oral dose of 0.15
mg/m? of clonidine was administered and GH levels were determined by the chemilumines-
cent enzyme immunoassay method of solid phase at 0, +30, +60, +90 and +120 minutes
after. The cut-off point for GH deficiency was set at 7 ng/dL. Results: In ten children GH
levels were lower than 7 ng/dL during the test and were considered as having GH defi-
ciency. In 86% of the 83 patients without GH deficiency, the peak over 7 ng/mL appeared
at +60 minutes and in 89% the peak had appeared at +90 minutes. In only 11% of these
children, the peak appeared at +120 minutes. Conclusions: The timing with the highest
diagnostic yield for GH is +60 minutes after the administration of clonidine. However the
sample at +120 minutes should not be eliminated, considering that the highest GH peak
appears at that time in 11% of children.

Key words: Provocation Test Growth Hormone, Growth Hormone Deficiency, Clonidine,
stature, Pediatrics.

Por ello, se han desarrollado protocolos de medicion noc-
turna seriada de HC, que contemplan la extraccion de sangre

na de Crecimiento (HC) no es sencilla, puesto que su

secrecion es pulsatil a través del dia y la noche y varia
de acuerdo a la edad y el estadio puberal, factores que deben
ser considerados en la evaluacion del déficit de HC. En los
espacios inter pulsos de HC, los niveles de ésta son indetec-
tables para la mayoria de los ensayos convencionales, por lo
que una sola medicion basal en cualquier horario no resulta
util para establecer la condicion de la HC, a menos que esta
medicion coincida con un pico espontaneo de secrecion'.

l a evaluacion de la produccion hipofisiaria de Hormo-

cada 20 minutos, y son capaces de determinar su secrecion;
sin embargo, estos protocolos son muy complejos, costosos,
y obligan a hospitalizar al paciente; en esencia, solo se utili-
zan para fines de investigacion®. Por esta razon, la medicion
de la “reserva” de HC a través de pruebas de estimulo cons-
tituye la base del diagndstico del déficit de HC (GHD); para
establecer este diagnostico se requiere contar con 2 pruebas
de estimulo alteradas en pacientes con talla baja, que cum-
plan ademas con los criterios axioldgicos en cuanto a magni-
tud de su deficiencia de estatura y velocidad de crecimiento.



La medicion de IGF-1 e IGFBP-3, si bien es de gran ayuda en
el diagnostico de GHD no determina con seguridad el diag-
noéstico pues son normales en el 20% de los GHD comproba-
dos, y también se encuentran bajas en la insensibilidad a HC.

Estas “pruebas de provocacién” de HC? pueden realizar-
se con estimulos fisioldgicos como el ayuno, sueflo y ejerci-
cio, o farmacoldgicos, dentro de los cuales se han utilizado
Levodopa, Glucagon, Propanolol, Insulina, Arginina* y Clo-
nidina.

La Clonidina usada por via oral es uno de los farmacos
mas usado para el diagndstico de GHD. Sin embargo, existen
pocos estudios que analicen su efectividad asi como la sen-
sibilidad de los distintos tiempos de la prueba para realizar
el diagnostico de GHD. La Clonidina, cuya indicacion mas
habitual es el tratamiento de la hipertension arterial, es un
medicamento con actividad adrenérgica alfa, cuyo mecanis-
mo de accion es aumentar la secrecion del factor liberador hi-
potaldmico de HC (GHRH). Para la realizaciéon de la prueba
de estimulo se administra Clonidina en ayunas, obteniendo
posteriormente muestras seriadas de sangre para medir HC,
cuyos tiempos varian dependiendo del centro donde se rea-
lice el examen. La duracion del test no es uniforme y puede
variar entre 60 y 120 min en USA y Chile, y hasta 150 a 180
min en algunos centros europeos>®.

El objetivo de este trabajo fue analizar los resultados de
la prueba de Clonidina en nifios con talla baja en los que se
sospechd GHD, evaluar la frecuencia y distribucion de los
picos de HC en los distintos tiempos de la prueba, estable-
cer el tiempo con mayor sensibilidad diagndstica y estudiar
la duracién minima necesaria de la prueba de estimulo para
sustentar o excluir el diagnostico de GHD.

Pacientes y Métodos

Se analizé en forma retrospectiva la respuesta de HC
al estimulo con Clonidina en 93 niflos de 10,58 + 2,7 afios
(40,9% mujeres), con talla baja (puntaje z: -2,28 + 0,8 DE)
e IMC de + 0,36 = 0,89 DE, derivados para estudio de su
talla baja en la P. Universidad Catolica de Chile entre los
meses de marzo de 2007 y marzo de 2008. De acuerdo a
nuestros protocolos, la prueba de Clonidina se realiza con
posterioridad a un estudio inicial orientado a excluir pacien-
tes portadores de enfermedad celiaca, alteraciones tiroideas
y otras enfermedades cronicas, asi como a aquellos con es-
tigmas genéticos o desproporciones corporales evidentes al
examen fisico.

Los 93 nifos realizaron la prueba en forma consecutiva
en la sala metabolica de nuestra institucion. Esta consistio
en la administracion de clonidina después de una noche de
ayuno, iniciandose entre las 8:00 y 8:30 AM. Se instal6 una
via venosa que se mantuvo permeable con soluciéon salina.
Luego de una muestra basal (0 minuto), se administr6 cloni-
dina oral (0,15 mg/m?) y se extrajeron muestras de HC a los
+30, +60, +90 y +120 minutos. La HC se midio a través del
método de inmunoensayo enzimatico quimioluminiscente en
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fase solida (INMULITE 2000, Siemens) cuyos coeficientes
de variacion intra e inter ensayo fueron 5,2 y 5,3%, respecti-
vamente. Se midio6 la presion arterial cada 30 minutos hasta
una hora después de finalizado el examen. Se utilizé sensibi-
lizacion (“priming”) con esteroides sexuales en los varones
mayores de 11 afios sin evidencia de desarrollo puberal. Para
ello se us6 Enantato de Testosterona (50 mg im), por una
vez, 7 dias antes de la prueba. En el caso de las mujeres ma-
yores de 9 afios sin signos puberales se utilizé Etinilestradiol
(40 ug/m?/d) durante los 2 dias previos a la prueba.

Para los efectos de este andlisis consideramos como
GHD a aquellos pacientes que obtuvieron un valor de HC
< 7 ng/mL en todos los tiempos de la prueba de Clonidina;
en sentido estricto, estos pacientes debieran ser considerados
como probable GHD de acuerdo al consenso que para efec-
tuar el diagndstico de GDH se requiere de 2 pruebas altera-
das con estimulos diferentes. Los pacientes cuyas respuestas
a la prueba superaron el punto de corte de 7 ng/mL fueron
denominados NoGHD, pues la naturaleza de su talla baja
puede deberse a diferentes condiciones. De acuerdo a esto,
se establecieron dos grupos, aquel que en uno o mas tiempos
de la prueba superé el punto de corte establecido (NoGHD)
y el otro que nunca super6 ese limite (GHD). El grupo GHD
estuvo constituido por 10 pacientes de 10,33 + 2,61 afios,
(40% mujeres) y el grupo NoGHD por 83 pacientes de 12,74
+ 3 afios (41% mujeres).

En cada paciente se consignaron los valores de HC en
los distintos tiempos, se determiné el pico maximo de HC
después de la administracion de clonidina, y el tiempo en el
cual por primera vez se alcanz6 el valor de HC > 7 ng/mL,
si ello ocurria. Si bien este punto de corte se establecid en
forma arbitraria, numerosos centros del mundo lo utilizan.

En todos los pacientes se registro peso y talla, y se calcu-
16 el indice de masa corporal (IMC). La tallay el IMC fueron
expresados como DE (puntaje z) calculado por Epiinfo 2000
de las curvas del National Center Health Statistics de Estados
Unidos del afio 20007.

Las variables continuas se describen con su promedio y
desviacion estandar y las variables categoricas mediante sus
frecuencias y proporciones. Las variables continuas se com-
pararon segun la presencia de NoGHD mediante el test “t”
de Student y las variables categoricas mediante el test exacto
de Fisher. Se us6 una significacion del 5% y los datos fueron
procesados en el programa estadistico STATA version 11.0.

Resultados

Utilizando nuestro punto de corte, 10 de 93 pacientes
(10,8%) correspondieron a GHD (con las consideraciones se-
naladas), al no presentar un pico de HC > 7 ng/mL en ningu-
no de los tiempos medidos; contrariamente, 83 de 93 (89,2%)
fueron NoGHD. En la Tabla 1 se muestran las caracteris-
ticas de los pacientes GHD y NoGHD. Ambos grupos son
comparables excepto en el IMC que es mayor en nifios GHD
(p <0,05). Ademas, el pico de HC es menor en pacientes con
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Tabla 1. Caracteristicas basales de los pacientes en estudio

(1 DXGERD)] NI DEGIER:E)]
Edad (anos) 10,3 +2,6 12,7 £3,0 NE
Sexo, H/M 6/4 (60/40%) 49/34 (59/41%)
Z Talla -2,39+£0,98 -2,27 £ 0,81 NE
Z IMC 0,9+0,64 0,29 + 0,90 0,039
Pico de HC 3,72+ 2,32 18,32 + 8,75 0,000
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Figura 1. Promedio de HC (ng/mL) en los distintos tiempos de la prueba de
estimulo con Clonidina en pacientes GHD y NoGHD.
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Figura 2: Distribucion porcentual de los tiempos de muestreo en que los
nifos NoGHD presentan por primera vez el pico de HC > 7 ng/mL.

GHD (p = 0,000), lo cual es esperable por la naturale-
za de nuestra propia definicion.

Analizando los promedios de HC en todos los
tiempos de la prueba estos valores son mayores en los
tiempos +30 y +60 minutos del estimulo (p = 0,000)
en sujetos NoGHD, y menores en pacientes con GHD
(Figura 1).

En pacientes NoGHD el primer valor de HC > 7
ng/mL que aparece después del estimulo con cloni-
dina (Figura 2), se distribuye en forma relativamente
uniforme en todos los tiempos, con predominio de la
muestra de los +60 minutos.

E1 89% de los pacientes presento este pico de HC
antes de los +90 minutos; a los +120 minutos lo hizo
el 11% restante. S6lo con la muestra +60, se diagnos-
tico un 85,5% de los pacientes NoGHD (Figura 3).

El tiempo que concentrd la mayor cantidad de va-
lores > 7 ng/mL en NoGHD fue +60 minutos.

Discusion

La evaluacion de la secrecion de HC usando
pruebas farmacologicas de estimulo, si bien es con-
trovertida®’, se utiliza ampliamente en la mayoria de
los centros. El cuestionamiento a su confiabilidad se
fundamenta en que no son pruebas fisiologicas, las
definiciones de respuesta subnormal son diferentes y
arbitrarias, que ademas existe poca claridad en cuanto
a la edad para el uso de sensibilizacion o “priming”
con esteroides sexuales, y que los métodos para medir
GH son diferentes, los costos elevados, poco reprodu-
cibles y se ocasionan molestias a los pacientes. Ade-
mas, los niveles de corte para el diagndstico de GDH
varian de acuerdo al método utilizado.

A pesar de ello, estas pruebas entregan infor-
macion importante sobre el funcionamiento del eje
somatotrofico, complementaria al cuadro clinico y
constituyen atn, junto a la determinacion de IGF-1
e IGFBP-3, la mejor prueba confirmatoria tanto de la
deficiencia de GH', como de los cuadros de insensi-
bilidad a la misma.

Este trabajo pretende aportar nuestro analisis de
una serie consecutiva de 93 pruebas de Clonidina rea-
lizadas en un mismo centro, de acuerdo a un protoco-
lo establecido, utilizando el mismo método de labo-
ratorio para determinar HC, el mismo punto de corte
para diagnéstico de GHD y un protocolo definido
para el uso de sensibilizacion o “priming” con hormo-
nas sexuales, dado que existe muy poca informacion
disponible al respecto. Nos propusimos investigar la
capacidad resolutiva de los distintos tiempos de la
prueba oral de estimulo con clonidina para excluir el
diagnostico GHD, por ser ésta prueba ampliamente
usada en nuestro medio. La clonidina es un medica-
mento de uso oral de facil disponibilidad y con menos
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riesgos, comparado con otras alternativas como la insulina
endovenosa, aunque puede producir molestias como mareos,
nauseas ¢ hipotension. El punto de corte para el diagnostico
de GHD de 7 ng/mL es el mas utilizado en nifios, aunque se
ha sugerido que dependiendo del método este debiera dis-
minuir a < 5 ng/mL o aun < 3 ng/mL"" en nifios prepuberes
y mantenerse en los puberes. Sin embargo, algunos centros
utilizan un corte unico de 10 mg/mL para todas las edades.
No dividimos a los pacientes por estadio puberal, ya que en
nuestro protocolo todos los pacientes se interpretan de acuer-
do al mismo punto de corte; si hubiéramos considerado otros
puntos de corte, la prevalencia de sujetos GHD varia en for-
ma importante y habria sido 6,5% y 25,8% para <5y < 10
ng/dL, respectivamente.

Galluzi et al, estudiaron la respuesta de GH a clonidina
oral en 291 niflos evaluados por talla baja, 164 de los cua-
les fueron considerados como talla baja idiopatica (TBI) y
127 GHD. A pesar de utilizar un punto de corte diferente al
nuestro, los autores calcularon la frecuencia de distribucion
de los picos de GH en los distintos tiempos de la prueba de
clonidina, demostrando que si bien estos se distribuyen en-
tre los +30 y +180 minutos, la gran mayoria de los picos de
HC sobre 10 ng/mL ocurrieron entre los +30 y +60 minutos;
ademas, consignan niveles sobre el punto de corte en 95,75%
de los con TBI, sugiriendo que el test de clonidina oral puede
ser acortado a s6lo 90 minutos sin introducir cambios signi-
ficativos en su validez.

Otro estudio realizé un analisis retrospectivo de la prueba
de estimulacion de clonidina oral efectuada en 66 pacientes
(42 hombres), de 2 a 18 afos de edad, para evaluar la utilidad
clinica de la obtencion de muestras a los 0, +60, +90 y +120
minutos. En 29 de 30 pacientes, la presencia de una respues-
ta normal de GH fue demostrada antes de los +90 minutos,
concluyendo que la prueba de 90 min es la duracion preferida
cuando se emplea clonidina en la busqueda de GHD'.

Estos resultados difieren de los nuestros, que muestran
que si bien una prueba mas abreviada con determinaciones
de GH a los 0, +30 y +60 minutos posee la mejor capacidad
de diagnoéstico y siendo muy semejante a la prueba comple-
ta, existe un 11% de pacientes NoGHD cuya HC sobrepasa

Rev. chil. endocrinol. diabetes 2011; 4 (1): 8-12

Articulo Original

"%

Figura 3. Porcentaje de pacientes NoGHD con va-
lores de HC > 7 ng/mL en distintos tiempos de la
prueba de estimulo con clonidina.

el punto de corte recién en el tiempo +120, lo que aconseja
mantener la determinacion de HC en ese tiempo. Podemos
concluir que la prueba de estimulo con clonidina no debe
abreviarse a 90 minutos. Por otra parte, un 24% de los pa-
cientes alcanzan un valor util para excluir el diagndstico de
GHD en el tiempo 0, lo que podria estar relacionado a facto-
res ligados al stress del inicio de la prueba.

Otro punto a considerar es la diferencia significativa del
IMC entre los pacientes GHD y NoGHD. Aquellos con GHD
presentaron un mayor IMC, lo que puede ser debido a que
los pacientes con este diagnéstico tienen mayor peso. Por
otra parte, se sabe que la obesidad por si misma determina
picos menores de HC. Sin embargo, los obesos del grupo
NoGHD responden ascendiendo la HC sobre 7 ng/mL, igual
que los de peso normal, minimizando el factor relacionado
a la obesidad. Dado que el disefio de nuestro estudio no in-
cluyé medir los niveles de IGF-1 ¢ IGFBP-3, no podemos
aclarar completamente el punto.

En base a estos resultados y en consideracion a la escasez
de recursos de laboratorio proponemos el siguiente flujogra-
ma: a) tomar muestra de HC en todos los tiempos; b) analizar
la muestra de los +60 minutos y si esta se encuentra sobre el
nivel de corte no analizar las muestras subsiguientes (esta
conducta permitié diagnosticar correctamente NoGHD a 71
de 83 pacientes (85,5%) en nuestra serie); c) si los resultados
se ubican bajo el punto de corte,12 de 83 individuos (14,5%
en nuestra serie), se deberan analizar todos los tiempos, in-
cluido el +120 minutos, lo cual representaria hacerlo s6lo en
un pequeilo porcentaje de los pacientes.
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