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2. ABREVIATURAS

ACLSD: Deficiencia de Subunidad Acido Labil (Acid-labile subunit deficiency)
ADN: Acido desoxiribonucleico (DNA)

AIC: Criterio de Informacion de Akaike

AF: Antecedentes Familiares

ALS: Subunidad Acido Labil (Acid-Labile Subunit)

ARNm: Acido ribonucleico mensajero (m-RNA)

BP: proteina de unién/transportadora (Binding Protein)

bp: Pares de bases

cm: Centimetro

CGS: Secuenciacién de genes candidatos

DGH: Déficit de Hormona de crecimiento

DGHR: Déficit del Receptor de la Hormona de Crecimiento

DMO: Densidad Mineral Osea

ELISA: Andlisis inmunoldgico unido a enzimas (Enzimo-Linked InmunoSorbent Assay)
EG: Edad Gestacional

EC: Edad Cronoldgica

EO: Edad Osea

GAIC: Criterio de informacién generalizada de Akaike (Generalized Akaike information
criterion)

GH: Hormona de crecimiento (Growth Hormone)

GHBP: Proteina transportadora de la GH (growth hormone binding protein)
GHI: Insensibilidad a GH

GHR: Receptor de la Hormona de Crecimiento

GHr: Hormona de crecimiento recombinante humana (tratamiento con GH)
HOMA: Indice de evaluacién del modelo de homeostasis

IC: Intervalo de Confianza

IGF: Factor de crecimiento similar a la insulina (Insulin-like Growth Factor)
IGF1: factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1

IGFBP3: Proteina de unién al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. Proteina
transportadora de las IGFs nimero 3.

IMC: Indice de Masa Corporal

Kg: Kilogramo

kDa: kiloDalton

KO: Knock-Out

KS: Kolmogorov- Smirnov

KW: Kruskall-Wallis

Ln: Logaritmo neperiano

LRN: Longitud Recién Nacido

LRR: Dominios ricos en leucina

MAPK: Via de las protein cinasa activada por mitégeno (mitogen- activated protein kinase)
Med: mediana

NE: No Estudiado

NS: No significativo



P25: Percentil 25

P75: Percentil 75

PC: Perimetro cefalico

PEG: Pequefio para la Edad Gestacional

PI3K: Via transductora de la cinasa fosfatidilinositol 3 (phosphatidylinositol 3-OH kinase)
PRN: Peso Recién Nacido

RCCD: Retraso Constitucional del Crecimiento y el desarrollo

RNT: Recién Nacido a Término

RNPT: Recién Nacido Pretérmino

RIA: Radioinmunoensayo (Radioimmunoassay)

SD: Desviaciones Estandar

STAT: transductores de sefial y activadores de transcripcién (signal transducers and
activators of transcription)

SW: Shapiro-Wilk

TB: Talla Baja

TBF: Talla Baja Familiar

TBI: Talla Baja Idiopatica

TD: Talla Diana

TPH: Trasplante de precursores hematopoyéticos

TS: Talla Sentado

TTO: Tratamiento

VAR: Variable

WES: secuenciacion completa del exoma (whole-exome sequencing)

WT: Wild Type, salvajes, sin intervencion genética

ZALS: Niveles de ALS medidos en desviaciones estandar (Z-Score de ALS)

ZIGFBP3: Niveles de IGFBP3 medidos en desviaciones estandar (Z-Score de IGFBP3)
ZIGF1: Niveles de IGF1 medidos en desviaciones estandar (Z-Score de IGF1)
ZIGF1/IGFBP3: Niveles del indice molar IGF1/IGFBP3 medidos en desviaciones estandar
(Z-Score de IGF1/IGFBP3)

ZIGFBP3/ALS: Niveles del indice molar IGFBP3/ALS medidos en desviaciones estandar (Z-
Score de IGFBP3/ALS)
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3. INTRODUCCION

La talla baja afecta a un 3-5%Y de poblacién infantil siendo una de las causas mas
frecuentes de consulta en los consultorios de Endocrinologia Infantil.

El gasto sanitario que supone la talla baja es alto. Por una parte, multiples consultas en
atencion primaria y especializada, acompafiadas de estudios analiticos generales,
hormonales y test de estimulo hormonales que son caros y molestos para los pacientes
Por otro lado, pérdida de horas de clase y trabajo de los padres. Se estima que en
alrededor del 60% al 80% de estos nifios con talla inferior a lo normal no se podra
establecer la etiologia responsable, siendo diagnosticados de talla baja idiopatica. Es en
este grupo de nifios donde se recomienda la realizacién de multiples estudios con baja
sospecha clinica para descartar alteraciones que pueden presentar talla baja idiopatica
sin ninguna otra alteracién fenotipica.

El crecimiento es un proceso muy complejo producto de la genética y modulado por
multiples factores extragénicos. Sélo se alcanzard la talla adulta predeterminada si todos
los factores actlan de forma armodnica. Los factores enddgenos mas importantes
implicados en el crecimiento son las hormonas y, dentro de éstas, el eje de la hormona
de crecimiento (GH).

El factor de crecimiento insulinico-1 (IGF1), que es estimulado por la GH, juega un papel
fundamental en el crecimiento del feto y posteriormente durante la infancia y la pubertad.
Gran parte de la IGF1 circula en forma de un complejo ternario compuesto por la IGF1,
la proteina transportadora nimero 3 de las IGFs (IGFBP3) y la subunidad acido Iabil
(ALS)®?). Deficiencias primarias totales de IGF1 dan como resultado un retraso del
crecimiento intrauterino con talla adulta muy baja acompafiada de alteraciones
neuroldgicas. Deficiencias parciales producen una talla baja acompafiada de microcefalia.
Otro defecto que incluye a la IGF1 es el déficit de ALS en el cual al no poderse formar el
complejo ternario conlleva niveles de IGF1 circulante menores.

3.1. CRECIMIENTO NORMAL

El crecimiento es el proceso fisioldgico mas caracteristico de la edad pediatrica.

La talla adulta y el ritmo de maduracién (o la edad a la que se alcanza la talla final) estan
determinadas genéticamente en cada sujeto, pero el resultado final puede variar
dependiendo de la compleja interaccion a lo largo de todo el periodo de crecimiento de
factores genéticos y ambientales. Para alcanzar la talla final genéticamente determinada
es necesario que “todo funcione bien”.

El conocimiento de las caracteristicas normales del crecimiento y de los factores
implicados en su regulacion en los distintos periodos de la vida es una condicion
imprescindible para poder valorar la normalidad o anormalidad en el crecimiento de un
nifo.

A finales de los afios ochenta, Kalberg propuso un modelo matematico de la curva
conocido como “modelo ICP” (Fetal- Infancy, Childhood, Puberty)®® segin el cual, la curva
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de crecimiento normal estaria formada por la sumay solapamiento de tres componentes:
fetal-primera infancia, prepuberal o de la segunda infancia y puberal (Figura 1).

El objetivo de este modelo es relacionar sus distintos componentes con los factores
bioldégicos de los que dependen; de forma que, la alteracién o el retraso en la aparicion
de uno de estos componentes permitiera una orientacion diagndstica mas rapida de las
distintas patologias.
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1. Componente fetal- primera infancia

a) Componente fetal:
- Crecimiento dependiente de nutricion y espacio fisico (tamafio materno vy
uterino) pero, en condiciones normales, no del genotipo.
- Presenta regulacién hormonal por insulina e IGFs, pero no por GH.

b) Componente de la primera infancia (hasta los 2-3 afios):
- crecimiento dependiente de la nutricidn con progresiva influencia del genotipo,
aumenta la correlacién con la talla media parental y se produce el proceso de
“canalizacion” del crecimiento entre el segundo y el tercer afio de vida en funcién
de la talla familiar y del ritmo individual de maduracién.
- En esta etapa el eje GH-IGFs asume progresivamente la regulaciéon hormonal del
crecimiento.

2. Componente prepuberal o de la segunda infancia:
- Crecimiento dependiente del genotipo.
- Regulacion hormonal por el eje de GH-IGF, aunque participan todos los ejes
hormonales (tiroides, suprarrenal...).
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3. Componente puberal:
- Su aparicion es dependiente fundamentalmente del genotipo.
- Regulacion hormonal por la accidn sinérgica de esteroides sexuales y eje GH-
IGFs.
Durante el crecimiento postnatal y, sobre todo, a partir de los 6 meses de vida, el principal
regulador del crecimiento es el eje de la hormona de crecimiento (Figura 2) aunque
contribuyen otras muchas hormonas y factores de crecimiento locales.

La GH es sintetizada y secretada de forma pulsatil (4-6 pulsos secretorios/dia) y con un
predominio nocturno, por las células somatotropas de la adenohipdfisis. Posee acciones
directas estimulantes del crecimiento, pero la mayoria de ellas son mediadas por los IGFs
y especialmente por el IGF1. Alrededor del 50% de la GH circula en la sangre unida a una
proteina de transporte especifica, la growth hormone binding protein (GHBP), que es
idéntica a la porcién extracelular del receptor de GH (GHR), del que deriva por rotura
proteolitica. Cuando la GH se une al GHR, éste debe dimerizar para poder transmitir el
mensaje al interior de la célula activando una cascada de sefializacién, que no es otro que
inducir la expresién de determinados genes, a través de diferentes vias intracelulares, de
las cuales, la via mitogen- activated protein kinase (MAPK), la signal transducers and
activators of transcription (STAT) vy la phosphatidylinositol 3-OH kinase (PI3K) son las
mejor caracterizadas.

Los IGFs (IGF1 e IGF2), previamente conocidos como somatomedinas, son péptidos de
estructura similar a la insulina producidos en el higado y en los tejidos periféricos,
especialmente en hueso y musculo, que, de forma endocrina (IGFs circulantes) o
paracrina-autocrina (IGFs sintetizados en los tejidos), ejercen acciones mitogénicas y
anabolizantes sobre la mayoria de las células. Aproximadamente, el 99% de los IGFs que
circulan en la sangre lo hacen unidos a proteinas de transporte especificas, las /GFs
binding proteins (IGFBPs). La mas importante desde el punto de vista clinico es la IGFBP3,
que transporta un 75-90% de los IGFs circulantes. El complejo IGF-IGFBP3 se une en la
sangre con otra proteina, la ALS (subunidad 4&cido-l1abil), formando un complejo
trimolecular (IGF-IGFBP3- ALS) de alto peso molecular, lo que limita la salida de los IGFs
a los tejidos, aumentando su vida media y su concentracién sérica.

Proteasas especificas, como las papalisinas rompen lentamente estos complejos vy
permiten la liberacion de los IGFs y su salida a los tejidos. Se ha demostrado que las
mutaciones identificadas el gen PAPP-A2 producen una metaloproteasa PAPP-A2 inactiva
que causa aumento de la fijacion de IGF1 a IGFBP3 e IGFBP5 vy, consecuentemente, baja
bioactividad de IGF1 y crecimiento esquelético reducido.

Tanto la IGF1 como la IGFBP3 y la ALS son proteinas producidas en el higado por estimulo
directo de la GH y mantienen niveles séricos mas o menos estables a lo largo del dia. De
las proteinas dependientes de GH, la mas utilizada clinicamente para la valoracién de
crecimiento ha sido la determinacion de IGF1.

La IGFBP3 presenta, sobre todo en menores de 3 afios, algunas ventajas sobre la IGF1
como marcador de deficiencia de GH:
1. Concentraciones séricas mas elevadas (menor solapamiento entre sujetos
normales y deficitarios).
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2. Menor variacion con la edad y el desarrollo puberal.
3. Menor influencia del estado nutricional sobre sus niveles séricos (IGF1 e IGFBP3
disminuyen en situaciones de malnutricién).

En general, IGFBP3 es mas especifico, pero menos sensible que IGF1 para el diagndstico
de deficiencia de GH.

Hormona hipotalamica
liberadora de GH (GHRH)

Somatostatina

Hipotdlamo

Adenohipdfisis
(cels. somatotropas) GHR Z . IGFs

Circulacion / @
&) IGFs Otras proteinas
GHBP (accion GH o IGF

endocrina) Fragmentos dependientes

de IGFBPs )
Tejido diana

C IGFs Proteasas circulantes

Clrculac:on\ \
Complejo trimolecular
‘ - (IGF+IGFBP3+ALS)
Clrculaaon
Circulacion IGFBPS IGF+IGFBP

ALS

Higado |

Figura 2. Eje de la Hormona de crecimiento. Tomado de Crecimiento normal y talla baja. Pozo J. Pediatria
Integral (2015) ¥

3.2. CONCEPTO DE TALLA BAJA @9

La talla baja afecta a un 3-5% de poblacion infantil siendo una de las causas mas
frecuentes de consulta en las Unidades de Endocrinologia Infantil. La mayoria de las tallas
bajas estudiadas son diagnosticadas como una variante de la normalidad.

Se define talla baja como una talla por debajo de -2 desviaciones estandar (SD) segun los
estandares propios para cada poblacién, sexo y edad o aquellas tallas en las que se
objetive una desviacién mayor de 2SD por debajo de la correspondiente a su potencial
genético o talla diana.

La talla diana (TD) o, también, “talla genética”, es la talla esperable para los hijos de una
determinada pareja, asumiendo un proceso normal de herencia y unos efectos
ambientales sobre el crecimiento similares en ambas generaciones.

La férmula mas cominmente empleada para calcularla es la desarrollada por Tanner a
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partir de la talla media parental (TMP) ajustada al sexo del nifio.

Esta formula de Tanner se describe como:

Ademas, debemos tener en consideracién que el crecimiento es un proceso dindamico;
mientras que, la talla es un parametro estatico y que, por ello, la observacién en un
momento dado de una talla “normal” no excluye la posibilidad de que se esté
produciendo un fracaso de crecimiento.

Es necesario analizar, también, si la velocidad de crecimiento a lo largo del tiempo es
normal con mediciones en distintos intervalos de tiempo.

Como deciamos previamente, para alcanzar el maximo potencial de crecimiento de cada
individuo todo debe funcionar bien. Por este motivo, cualquier interferencia en las
distintas etapas de crecimiento puede alterar la talla final.

3.3. CLASIFICACION DE TALLA BAJA

Podemos clasificar las tallas bajas de etiologia conocida segln su apariencia vy
proporciones corporales en tallas bajas armdnicas y disarmdnicas. Ademas, podriamos
clasificarlas segiin su momento de inicio, segln sean prenatal (con una antropometria
afectada al nacimiento siendo recién nacidos pequefios para la edad gestacional) o
postnatal o segln su causa distinguiendo entre fallos de crecimiento primarios vy
secundarios.

Existen distintas clasificaciones de la talla baja segun las diferentes sociedades cientificas.
En las siguientes paginas resumiremos los distintos tipos de talla baja segun la
clasificacion de la Sociedad Europea de Endocrinologia Pediatrica (ESPE)®.

1. Fallo de crecimiento primario
a. SINDROMES CLINICAMENTE DEFINIDOS

i. Sindromes clasificados en otra parte:
Sindrome Acalasia-Adisonismo-Alacrimia, sindrome de Bloom, sindrome
cardiofaciocutdneo, sindrome de Carpenter, sindrome CHARGE, sindrome
de Cohen, sindrome de Costello, sindrome de Di George, sindrome de
Donohue, sindrome de Down, sindrome de Kabuki, sindrome LEOPARD,
disomia del cromosoma 14, sindrome de Mauriac, disgenesias gonadales
45X/46XY, Neurofibromatosis tipo 1, sindrome de Noonan, sindrome de
Prader-Willi, sindrome de Rothmund-Thomson, sindrome de Silver-
Russell, sindrome de Turner, sindrome velocardiofacial, sindrome de
Williams-Beuren, sindrome de Wolcott-Rallison.

ii. Sindromes caracterizados por talla baja y dismorfismos:
Sindrome 3M, sindrome de delecién distal 18q, sindrome de Aarskog-
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Scott, sindrome de Cockayne, sindrome de Coffin-Lowry, sindrome de
Cornelia de Lange, sindrome de Dubowitz, sindrome de Floating-Harbor,
sindrome de Kenny-Caffey, sindrome de Langer-Giedion, nanismo
Mulibrey, sindrome de Nijmegen, sindrome de Pallister-Hall, sindrome de
Robinow, sindrome de Rubinstein-Taybi, sindrome de Seckel, sindrome de
Smith-Magenis, sindrome de Smith-Lemli-Opitz, retraso mental ligado a X.

i. Otros sindromes asociados con talla baja, especificados.

ii. Otros sindromes asociados con talla baja, no especificados.

b. PEQUENO PARA LA EDAD GESTACIONAL SIN CATCH-UP

i. Trastornos clasificados en otra parte.
ii. Debido a causa conocida, especificada.
iii. ldiopatica.

c. DISPLASIAS ESQUELETICAS con talla baja disarmdnica.
2. Fallo de crecimiento secundario:

INGESTA DE NUTRIENTES INSUFICIENTE

TRASTORNOS EN SISTEMAS ORGANICOS DISTINTOS AL ESQUELETO
DEFICIT DE HORMONA DE CRECIMEINTO

OTROS TRASTORNOS EN EL EJE GH-IGF

TRASTORNOS METABOLICOS

TRASTORNOS PSICOSOCIALES

CAUSAS IATROGENICAS DE TALLA BAJA

@00 T

3. Talla Baja Idiopatica (TBI):

a. RETRASO CONSTITUCIONAL DEL CRECIMIENTO Y EL DESARROLLO
b. TALLA BAJA FAMILIAR
c. TBIPROPIAMENTE DICHA

3.4. TALLA BAJA IDIOPATICA (TBI)

En la denominacion de TBI se agrupan una serie de entidades clinicas de etiologia y
fisiopatologia diversa y desconocida que tienen en comun presentarse clinicamente
como un retraso crénico del crecimiento vy talla baja armdnica. Es un diagndstico de
exclusidon que exige una evaluacion clinica, bioquimica, hormonal y molecular minuciosa
con el objetivo de descartar cualquier etiologia conocida.

Agrupa entidades clinicas de talla baja de etiologia desconocida con proporciones
armonicas. Es una definicion auxoldgica, e implica que la talla sea inferior a -2
desviaciones estandar de la poblacién de referencia de la misma edad, sexo y estadio de
desarrollo puberal® 79,
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Cuando uno o varios miembros de la familia presentan también talla baja hablamos de
Talla Baja Idiopatica con componente familiar o Talla Baja Familiar (TBF).

Tanto la TBI con componente familiar como aquella sin componente familiar, pueden
asociar o no cierto grado de retraso madurativo o del desarrollo.

El consenso de 2008 entre la European Society for Paediatric Endocrinology (ESPE), la
Growth Hormone Research Society (GHRS) y la Lawson Wilkins Pediatric Endocrine Society
(LWPE), incluy6 el retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo (RCCD) como una
mas de las entidades clinicas que forman parte de la TBI) y asi continta apareciendo en
el consenso de 2016 que hemos usado para la clasificacién de la talla baja. Sin embargo,
en Espafia Carrascosa y colaboradores abogan por sacar el diagndstico de RCCD de la
definicién de TBI por las diferencias en cuanto a su evolucién y tratamiento®.

En el RCCD existe una TB de la que no conocemos su etiologia, pero presenta una
evolucion espontdanea a una talla adulta dentro de la normalidad, no obstante, el
diagnodstico de RCCD es complicado y no se confirma hasta llegar a la talla adulta por lo
que, en este estudio, al no poder realizar seguimiento de todos los pacientes hasta su
desarrollo y talla adulta, manejaremos el RCCD dentro de las TBI.

Carrascosa y colaboradores proponen los siguientes criterios diagndsticos de TBI por los
que nos guiaremos en nuestro estudio (excepto aquel criterio que habla de RCCD)®).

1. Talla inferior a -2SD de la correspondiente a sujetos de la misma edad, sexo vy
grado de desarrollo puberal.
2. Longitud y peso al nacimiento normales para la Edad Gestacional.
Proporciones corporales normales sin evidencias de alteraciones esqueléticas.
Ausencia de anomalias fenotipicas y rasgos dismorficos que sugieran
cromosomopatias.
Funciones gastrointestinal, hepatica, cardiaca, pulmonar y renal normales.
Ausencia de problemas nutricionales.
Ausencia de problemas psicoafectivos graves.
Ausencia de alteraciones metabdlicas.
Funcion endocrinolégica normal incluyendo secrecién de GH.
a. Test de estimulo de GH normal si el paciente presenta velocidad de
crecimiento baja y factores de crecimiento disminuidos /).
10. Exclusidon de Sindrome de Turner/Noonan.
11. Exclusidon mutaciones gen SHOX.

Hw
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3.5. GENETICA DE TALLA BAJA

Dentro de los hipocrecimientos causados por fallo del eje de la GH se han descrito varias
alteraciones genéticas (figura 3). Numerosos genes tienen efectos en el eje GH-IGF1 y se
afiaden constantemente nuevos genes a la lista.

1. Gendela Hormona de crecimiento humana (GH1). oMiM: 139250. Localizado en el
brazo largo del cromosoma 17 (17923.3) y formado por 5 exones y 4 intrones. Se
expresa en la hipofisis, pero no en el tejido placentario.
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a. Déficit aislado de GH tipo 2 (IGHD2). omim: 173100. Presenta herencia

autosémica dominante y es causado principalmente por mutaciones
dentro de los primeros 6 pares de bases del intrén 3. Sin embargo, se han
descrito otras mutaciones del sitio de empalme o splicing y de sentido
erréneo o missense1%-21),
Estos pacientes presentan talla baja y disminucién en el nivel de IGF1,
aunque el fenotipo es variable en pacientes con la misma mutacién que
reflejarian la variabilidad de expresion del gen de la GH, asi como la
presencia de otros genes que regulan la talla final??).

b. Déficit aislado de GH tipo 1A (IGHD1A). oMIM: 262400. Es el tipo mas severo
de los déficits aislados de GH y los neonatos suelen presentar baja
longitud al nacimiento. Las mutaciones descritas aparecen en el exén 3y
los pacientes presentan talla baja y aparicién de anticuerpos antiGH
exdgena tras iniciar el tratamiento sustitutivo-(23-2%),

c. Déficit aislado de GH tipo 1B (IGHD1B). omim: 612781. Presenta herencia
autosémica recesiva. Se han descrito mutaciones en el intron 4 del gen en
dos familias saudies, ambas consanguineas!> 26,

Abdul-Latif y colaboradores encontraron que individuos portadores
heterocigotos de este déficit presentaban tallas menores que sus
familiares que tenian alelos homocigdticos normales®”).

d. Sindrome de Kowarski (GH bioinactiva). oMIM: 262650. Presenta herencia
autosémica dominante y los pacientes tienen niveles elevados de GH con
deficiencia de IGF1, IGFBP3 y ALS(?8-30),

Gen BTK (Déficit de GH aislado tipo Ill). oMiM: 300300. Presenta herencia recesiva
ligada a X y es causado por mutaciones en el brazo largo del cromosoma X
(Xg22.1). Los pacientes presentan talla baja y agammaglobulinemia®?.

Gen RNPC3 (Déficit de GH aislado tipo V). OMIM: 618016. Presenta herencia recesiva
y es causado por mutaciones en el brazo corto del cromosoma 1 (1p21.1). Los

pacientes presentan déficit severo de GH e hipoplasia de la hipdfisis anterior3%
33)

Gen GHSR (Déficit aislado parcial). omimM: 601898. Puede presentar herencia
recesiva o dominante y es causado por mutaciones en el brazo largo del
cromosoma 3 (3926.31). Los pacientes presentan niveles variables de GH e
IGF13433),

Gen de la hormona liberadora de GH (GHRH). omMimM: 139190. Localizado en el brazo
largo del cromosoma 20 (20qg11.23).

Es de suponer que existe mutacidén en este gen en algunos casos aislados de
deficiencia de hormona de crecimiento de origen hipotalamico. En el estudio de
Mitrakou y colaboradores, de 15 pacientes con deficiencia de hormona de
crecimiento, 3 parecian tener un defecto primario en el nivel de la pituitariay 8
un defecto secundario porque respondieron a la administracién de GHRH®®).




6.

10.

11.

Gen del receptor de la hormona liberadora de GH (GHRHR). OoMIM: 139191.
Localizado en brazo corto de cromosoma 7 (7p14.3). Este receptor se expresa en
la hipdfisis. Los pacientes en los que se han descrito mutaciones en este gen

presentan fenotipo de IGHD1B y recibe el nombre de déficit aislado de GH tipo IV
(37-39)

Gen del receptor de la GH (GHR). oMIM: 600946. Localizado en el brazo corto del
cromosoma 5 (5p13p12). Este receptor transmembrana se expresa en el tejido
hepatico y su dimerizacion activa la via de formacion de IGF1.

Mutaciones en este gen son responsables del sindrome de Laron o insensibilidad
a la GH"“%43) Actualmente, se han descrito alrededor de 70 mutaciones distintas
en mas de 300 pacientes!*®).

Goddar describié en 1995 la presencia de mutaciones en el gen del GHR en cuatro
pacientes con talla baja idiopética que presentaban sélo un alelo mutado*”). Mds
tarde se ha identificado esta mutacidén en otros pacientes catalogados de talla
baja idiopatica*® 9.

Gen IGF1. oMiM: 147440. Estd localizado en el brazo largo del cromosoma 12
(12923.2) y consta de 5 exones.

En 1996 Woods et al®® asociaron la deficiencia de IGF1 con un cuadro de retraso
de crecimiento severo pre y postnatal, sordera neurosensorial y retraso mental.
Posteriormente se ha encontrado mutacién en homocigosis en este gen en
pacientes con el mismo fenotipo®% >2),

Los padres de dos de los pacientes descritos, portadores heterocigotos de
mutacién en el gen IGF1 tenian una talla alrededor del percentil 3-5% >V, por lo
que se ha postulado la posibilidad de que pacientes heterocigotos con niveles de
IGF1 limites puedan presentar talla baja idiopatica.

Gen IGF1R: omim: 147370. Localizado en el brazo largo del cromosoma 15
(15926.3), consta de 21 exones3).

En pacientes con mutacion en este gen en homocigosis o heterocigosis se observa
un fenotipo de resistencia a IGF1 con retraso en el crecimiento intrauterino, talla

baja, test de GH normales y niveles de IGF1 y IGFBPs normales o aumentados*
55)

Gen IGF2. omMmIM: 616489. Presenta herencia dominante y es causado por
mutaciones en el brazo corto del cromosoma 11 (11p15.5). Los pacientes
presentan déficit severo de GH y facies caracteristica®®.

Gen de la proteina transportadora hepdatica STAT5b. OMIM: 604260. Esta localizado
en el brazo largo del cromosoma 17 (17g21.2) y consta de 19 exones. El fenotipo
de los pacientes con esta mutacion es la presencia de talla baja con niveles de GH
normales o aumentados, niveles de IGF1 disminuidos e inmunodeficiencia por
alteracidn de la via JAK/STATS(57-62),

Hasta el momento se han identificado 10 pacientes y 7 mutaciones distribuidas
entre los exones 5y 17 (2 deleciones, 2 inserciones, una alteracién del marco de
lectura, una mutacion sin sentido y dos missense)®3).
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12. Gen PIK3R1. Sindrome SHORT: omiMm 269880. En el brazo largo del cromosoma 5
(5913.1). El sindrome SHORT se define por su acrénimo talla baja (Short Stature,
S), hiperextensibilidad de articulaciones o hernia inguinal (H), depresién ocular
(0), anormalidad de Rieger (R) y retraso dental (Teething delay, T).
El nombre fue dado por Gorlin ¥ quien describié este sindrome en 2 hermanos.
La mutacién en este gen se identificd por primera vez en 2013(%) mediante
secuenciacion completa del exoma (WES). Hasta el momento se ha descrito esta
mutacién en varios pacientes con sindrome SHORT(®®),
En estos pacientes se observan niveles de IGF1 bajos de forma persistente e
insuficiente respuesta a GHr*®),

13. Gen PAPP-A2. OMIM 619485. En el brazo largo del cromosoma 1 (1925.2).

Los individuos afectos de esta mutacién presentan SSDA (Short stature of the
Dauber-Argente type). Los pacientes presentan concentraciones elevadas de ALS,
IGF1, IGF2 e IGFBP3 total, microcefalia y deformidades esqueléticas.

Presenta herencia autosémica recesiva. Fue descrito en 2016 en 5 nifios
miembros de dos familias no relacionadas, una espafiola y otra palestina'®” y en
2021 se describié esta mutacion también en 2 hermanos con ascendencia
saudita'®®. Se ha demostrado que las mutaciones identificadas el el gen PAPP-A2
producen una metaloproteasa PAPP-A2 inactiva que causa aumento de la fijacion
de IGF1 a IGFBP3 e IGFBP5 vy, consecuentemente, baja bioactividad de IGF1 y
crecimiento esquelético reducido®®73). Estos pacientes presentaron buena
respuesta al tratamiento con GHr74 7).

14. Gen de la IGFALS: OMIM 601489. En el brazo corto del cromosoma 16 (16p13.3).
En las pdaginas siguientes desarrollaremos mas datos sobre este gen.

15. Genes asociados con deficiencias hormonales hipofisarias combinadas (POU1F1,
PROP1, LHX3, LHX4, HESX1, OTX2, PITX2, SOX2, SOX3, SPR).

Las Displasias Esqueléticas o Displasias Oseas (DO) no siempre presentan disarmonia
corporal o ésta es claramente evidente; por ello, algunas formas de DO pueden entrar a
formar parte del diagndstico diferencial de la TBI. La haploinsuficiencia del gen SHOX es
la causa monogénica mas frecuente de talla baja en la especie humana™ 7%, Ademas, se
conocen otros genes causantes de displasias éseas monogénicas como ACAN, FGFR3 o
NPR2.

Los sindromes de Noonan, Silver-Rusell y 3M tienen fenotipos que pueden superponerse
con la insensibilidad a GH"7-79),

En el sindrome 3M (omim 273750) se han identificado mutaciones en los genes CUL7
(cromosoma 6p21), OBSL1 (cromosoma 2g35) y CCDC8 en el cromosoma 19q13(80-82),

El sindrome de Silver Rusell (0mMiM 180860) es causado por hipometilacion del cromosoma
11p15 en el 20-60% de los casosy por disomia uniparental maternal del cromosoma 7
(matUPD7) en el 10% de los casos(® 84),

El sindrome de Noonan se produce en el 70% de los casos por mutaciones en la via de
sefializacién ras/kinasa (PTPN11, SOS1, SOS2, RAF1, BRAF, NRAS, HRAS, KRAS, CBL, RIT1,
RASA2, MAP2K1, A2ML1, LZTR1, SHOC2)\&>87),
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Importancia de la ALS en el crecimiento
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Figura 3. Defectos genéticos en el eje hipotaldmico-hipofisario. Modificado de Argente et al. Genetics of
Growth Disorders-Which Patients Require Genetic Testing? (2019)%.

3.6. CONCEPTO ALS:

La subunidad acido labil (llamada ALS por sus siglas en inglés, acid-labile subunit) es una
glicoproteina de 85 kDa cuya distribucién en el humano es exclusiva en suero.

Su sintesis es exclusivamente hepatica y su estimulo principal es la hormona de
crecimiento.

Fue descrita y purificada en suero humano en 1989 por Baxter y colaboradores(®).

La ALS circula en exceso sobre el resto de componentes del complejo ternario, con el 50-
60% de la ALS circulando de forma libre(®®).

En humanos la ALS es indetectable en suero fetal a las 27 semanas de gestacién pero
presente en el recién nacido a término®V.

El gen de la ALS, que fue clonado por primera vez en el ratén en 19962, es de copia
Unica y se encuentra en el brazo corto del cromosoma 16 (16p13.3)3). Se denomina
IGFALS (OMIM*601489), es de herencia autosdmica recesiva y en condiciones normales
se expresan los dos alelos.

Domené y colaboradores establecieron en 20044 que en el ser humano el gen consta
de dos exones y mapearon su localizacién en 20110,
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El gen contiene dos exones, de 97 y 1987 pares de bases (bp) respectivamente, separados
por un intrén de 1235bp.

El primer exén codifica soélo los 5 primeros aminoacidos y la primera base del codén del
sexto aminodcido, mientras que el segundo exdn codifica las 2 Ultimas bases del sexto
aminodcido y los 599 aminodcidos restantes(®3).

La transcripcién del gen de la ALS en todas las especies estudiadas es controlada por un
promotor no-TATA (TATA-less) y produce ARNm de alrededor de 2.2kb. Estos ARNm
codifican proteinas de entre 603 aminoacidos en el ratdon y 611 en la oveja. La proteina
madura tiene una similitud del 93% entre raton y rata, 79% entre raton y humanoy 73%
entre ratén y oveja®®. En el ser humano la proteina madura consta de 578 aminodcidos
precedidos por una secuencia hidrofdbica de 27 aminodcidos indicativa de una sefial de
secrecion®7),

La ALS pertenece a la superfamilia de proteinas con repeticiones ricas en leucina, LRR por
sus siglas en ingles una familia caracterizada por su habilidad para participar en las
uniones proteina-proteina.
En el ser humano la proteina se organiza en 3 dominios: (Figuras 4©°°),5,6y 7)1%8).
1. Dominio N-terminal.
2. Dominio central con 20 dominios ricos en leucina de 24 aminodacidos cada uno.
3. Dominio carboxiterminal que contiene 13 residuos de cistina formando puentes
S-S, ademads contiene 7 residuos de asparagina que son sitios potenciales de

glicosilacion.
Péptido
Senal . 502 - < 3
Dominio Dominios ricos en Dominio
NH- rico en Repeticiones de Leucina ricoen
terminal  (istina (LRR) cistina C-terminal

Figura 4. Estructura proteica de la ALS. Tomado de Domené H, Hwa, V. Jasper, HG. Rosenfeld, RG Acid-
labile subunit (ALS) deficiency. Best Pract Res Clin Endocr Metab. 2011;25:101-13.0%/

La estructura de la proteina estd casi conservada a través de las distintas especies
incluyendo la presencia de 12-13 residuos de cistina, 6 ¢ 7 sitios de glicosilacion unidos a
asparagina y 18-20 dominios ricos en leucina de 24 aminoacidos.

Estos dominios ricos en leucina forman aproximadamente el 75% de la proteina madura,
y organizan la proteina en forma de donut cuyo centro es capaz de interactuar con el
complejo binario IGF1-IGFBP3/5(%%),

El modelo estructural de David et al®® contiene 6 puentes disulfuro que se encuentran
agrupados hacia los extremos N terminal (LRR-1) y carboxiterminal (LRR-20). Propone
también 7 sitios potenciales de N- glicosilacién, 6 de ellos cercanos a los extremos y uno
en la region central de la ALS (LRR-14). Ademas se predicen 14 sitios potenciales de O-
Glicosilacion: 12 en la superficie convexa exterior y 2 en la superficie interna cdncava, de
ellos 8 se encuentran cerca de los extremos(®®),
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Figura 5. Representacion de superficie
de la proteina de ALS.
{  LRR se encuentran numerados de N a C terminal.

Figura 6. Representacion de:
-Residuos de asparagina (naranja)
-Residuos de cistina (morado)
-Residuos de prolina (azul)

Figura 7. Representacion de:
D1. Estructura de ALS
D2. Superficie convexa
D3y DA4. Interior céncavo

La sintesis de esta proteina es casi exclusivamente hepatica y confinada a las células del
parénquima(t?0).
La expresién del gen se ha detectado en algunos tejidos extrahepaticos como rifion,

hueso en desarrollo, gandula mamaria de lactantes, timo, pulmon y ovario.

La GH es el inductor mds potente del RNAm de la ALS en el higado y de ALS en plasma®
90)

La transcripcion del gen de la ALS en el higado es criticamente dependiente de la
activacion de los isémeros de la STATS.

La GH efectla su accién mediante la unidén al GHR. GHR es un receptor transmembrana
que no tiene actividad enzimatica intrinseca vy, al unirse la GH, se produce un cambio en
la conformacion espacial que genera la fosforilacidon de la proteina JAK2.

GHR y JAK2 activan varias vias de sefializacién como la via de las quinasas activada por
mitogenos (MAPK) y la del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), importantes para los efectos
metabdlicos de la GH y para algunos efectos proliferativos.

Ademas de esas vias, se produce la activacion de la via de proteinas conocidas como
STATSs. De los siete tipos de STATs descritos, la que realiza principalmente la transduccién
del GHR en humanos es la STAT5b. Al fosforilarse STAT5b contribuye en la expresiéon de
varios genes como IGF1, IGFBP3 y ALS"®.
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Otras moléculas que usan STAT5b como via de sefializacion son eritropoyetina, factor
estimulante de granulocitos (GSF), Interleucina-2 (IL2) o interferon gamma.

IL2
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Figura 8. Via de sefializacion de ALS mediada por STAT. Tomado de Scalco R, Pugliese-Pires, PN. Jorge, AA
STAT5B deficiency: a new growth hormone insensitivity syndrome associated to immunological dysfunction.
Arg Bras Endocrinol Metabol. 2013;57(5):333-8©.

La unién de IL2 a su receptor activa la via de STAT5b y ésta a su vez hace que se expresen
los genes FOXP3, responsable de la produccion y activacién de linfocitos T reguladores
(T-reg.), o IL2RA que favorece la activacion de linfocitos T (Figura 8). T-reg. son esenciales
para la respuesta inmune y para la prevencién de la autoinmunidad® vy la disminucién
en su ndmero y su funcion vista en los pacientes homocigdticos para la mutacién de
STAT5b explicaria los cuadros autoinmunes. El aumento de infecciones podria deberse
también al fallo de los linfocitos T por el déficit de esta via de sefializacion(10% 103),

3.7. PAPEL DE LA ALS

La ALS se caracteriza por su alta afinidad por las IGFs y la IGFBP3!? formando un complejo
ternario de 150 Kd de importancia clave en el crecimiento dependiente de la GH. La
funcion de la ALS dentro de este complejo es alargar la vida media de la IGF1 y mantenerla
en el compartimento vascular de manera que hasta el 85% de la IGF1 esta unida a la
ALS®% %) De esta manera la vida media de la IGF1 pasa de 10 minutos estando libre, a
30-90 minutos en complejos binarios IGF1-IGFBP3 hasta mas allda de las 12 horas al
formarse el complejo ternario14).
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En 2022 se ha descrito el mecanismo de ensamblaje y separacion del complejo ternario
sugiriendo una base estructural en enfermedades relacionadas con el déficit de ALS y de
IGF1 (Figura 9)1%°).

Figura 9. Estructura del complejo ternario IGF1/IGFBP3/ALS. Tomado de Kim H. Structural basis for assembly
and disassembly of the IGF/IGFBP/ALS ternary complex. Nat Commun. 2022 Jul 30;13(1):443411%%),

En modelos de ratones knock-out (KO) con dos alelos nulos de ALS (-/-) se ha comprobado
una reduccién muy importante de los niveles de IGF1(62%) e IGFBP3 (88%) circulantes
en comparacion con sus hermanos con dos alelos funcionantes o wild-type (+/+). Estos
resultados prueban que la ALS es necesaria para la acumulacion sérica de IGF1 e
|GFBP3(106-108)

En los ratones con sélo un alelo nulo de ALS (+/-) se observa también reduccion de los
niveles de IGF1 (17%) e IGFBP3 (40%) indicando un fenotipo distinto en los portadores
heterocigoticos.

La ALS ademas participa en la glucorregulacion al estabilizar las IGFs en la circulacién e
impedir que estas salgan hacia los tejidos, donde podrian ejercer su actividad insulinica.
Se ha demostrado que el gen de la ALS de la Drosophila regula el metabolismo de
carbohidratos y el metabolismo graso ademés del crecimiento*%?).

En ratones ALS-KO, la ablacion del gen de la ALS parece aumentar la sensibilidad a la
insulina*9),

Los ratones ALS-KO presentan también un retraso del desarrollo 6seo, caracterizado por

reduccién en la circunferencia peridstica femoral, disminucion del grosor cortical, menor
densidad mineral sea total y reduccién del hueso trabecular?.

25



3.8. FACTORES QUE MODIFICAN LOS NIVELES DE ALS (tabla 1)

Los niveles de ALS estan relacionados con la edad aumentando desde el nacimiento hasta
la adolescencia.

No se encuentran diferencias entre sexos, aunque algunos estudios reflejan que el pico
puberal de ALS aparece 2 afios antes en nifias que en nifios.

. Relacion > Relacion
Estudio Muestras Método Otras
Edad sexo

Baxter{®0)
1990

El tratamiento
con GHr eleva

Labarta 56 nifios sanos Western No los niveles de
1996(112) 4 nifios DGH o ) i ALS en DGH,
PSR 7 nifios DGHR e pero no el
tratamiento
con IGF1

Juul
19981114

Nimura e, (1 RIA kit +en Relacion con

2000129 lélr‘]il:;s”gng i Australia  pubertad  IGF1 e IGFBP3

Barrios
2000118

Ertl 252 nifios ELISA
. T +
201441 (1-18afios) Germany
Tabla 1. Estudios sobre niveles de ALS. ELISA: Andlisis inmunoldgico unido a enzimas (Enzimo-Linked
InmunoSorbent Assay). RIA: Radioinmunoensayo (Radioimmunoassay). GH: Hormona de Crecimiento. GHr:
Hormona de crecimiento recombinante. DGH: Déficit de GH. ALS: Subunidad dcido Idbil. IGF1: Factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la

insulina tipo 3.

En individuos con déficit de GH se ha descrito disminucidn de los niveles de ALSB7,118,119)
y también en casos de resistencia hepatica a la GH120- 121,

26



Los niveles de ALS se incrementan durante el tratamiento con GHr en los pacientes
diagnosticados de déficit de GH!11® 122 mjentras que no se observa este aumento en los
pacientes diagnosticados de alteracidn en el receptor de GH y tratados con IGF11119) |o
cual sugiere una regulacién de la ALS llevada a cabo por la GH en la que no interviene la
IGF1.

Otras condiciones pueden disminuir la concentracion de ALS en plasma en ratas vy
humanos. Incluyendo ayuno, desnutricién, enfermedades catabdlicas como diabetes,
quemaduras y cirrosis'>3127) Aunque sabemos que la desnutricién puede disminuir los
niveles de ALS, no existen estudios de la posible relacién de ALS y obesidad.

3.9. DEFICIT DE ALS (ACLSD; OMIM #615961)

El primer caso de déficit de ALS fue descrito en 2004 por Domené y colaboradores®® y
desde entonces se han hallado 42 mutaciones del gen IGFALS!128 129),

Sélo hubo cosanguinidad en 192°) de los individuos estudiados inicialmente lo que
sugiere que existen portadores de esta mutacion en la poblacién general, probablemente
porque no genera una fuerte presidn negativa de seleccién natural30-143),

Todas las mutaciones encontradas (29 missensse, 1 nonsense, 7 frameshift (6 de ellas,
deleciones), 4 duplicaciones y una gran delecion del exén) han sido descritas en el exén
2 del gen IGFALS. Estas mutaciones dan como resultado una disminucion del nivel de ALS
circulante en sangre, ya sea por que no se sintetiza adecuadamente o porque se destruye
rapidamente!®).

De los 61 casos descritos, 40 fueron varones y 21 mujeres (Figura 10 y tabla 2)(122 131,137,
141-143)

Dominio Dominio
rico en rico en
cistina Dominios ricos en Repeticiones de cistina
NH- l Leucina (LRR) )
terminal C-terminal

Q

N2768S G428RfsX14

A y A T ) I ]
C60S I Q320X | C540R

P73L L172F L49TFfsX40
P127P L244F W431GfsX10 )
. A183S£sX 149 D440N
E35KfsX87 L134Q L241P
E35GfsX17 S437_R439dup
T145K S$195 R197dup

Figura 10. Variantes en el gen de la ALS y su localizacion. Tomado de Zaidman V. Analysis of acid-labile
subunit and its usefulness in pediatrics. Arch Argent Pediatr 2017;115(4):391-8. 144

En 2013 Schreiner y colaboradores™® describieron una nueva mutacién en un turco
proveniente de familia cosanguinea que presentaba talla normal, deficiencia de ALS,
retraso puberal y disfuncién inmunoldgica, aunque estd disfuncidn podria ser secundaria
a otra causa.
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Proteina Tibo Homocigosis/ Origen étnico
(cambio en ADN) P heterocigosis g

p.Asp440Asn

(c.1318G>A) Missense Homocigosis Turco (130)
FJ(CA;;ZiSGe)r Missense Homocigosis Espafiol (135)

p.Leud497Phefs*40

(134)
(c1490dupT) Frameshift Homocigosis Kurdo
p.Cys60Ser . . :
(c.1787T>A) Missense Heterocigosis Jud|o/Or|'entaI
Europeo/island
p.Leu244Phe Missense compuesto és/Europeo
(c.730C>T) P
p.Leu134GIn : N ) . ,
(c.401T>A) Missense Homocigosis  Indio/pakistani
p.Leu134GIn Missense Asidtico
(c.401T>A) Heterocigosis britanico
p.Alal183Glyfs*43 Frameshift. compuesto (140)
(c546 _548delGGCinsAG) insercion

p.Leul72Phe
(c.514C>T)

---- (137)

p.Leul72Phe

Missense Homocigosis Sueco

Missense Heterocigosis
p G(Icugé‘GIIC;fzi 17 Frameshift. Compuesto Espafiol o
(c.103dup)
*
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Importancia de la ALS en el crecimiento

Proteina Tibo Homocigosis/ Origen &tnico
(cambio en ADN) P heterocigosis g

p.Trp431Glyfs*11 Frameshift. (143)
(c.1291delT) Delecion. Homocigosis Marroqui
p.Asp488Asn : L
(c.1462G>A) Missense Homocigosis Turca

p.Arg493Alafs*176 Frameshift. Homocigosis Turca
(c.1477delC) Delecion. c

p.A265Gfs*114
p.Arg560His Fl\r/?g:i:::t Heterocigosis Indio (148)
(c.1679G>A)
p.Alad75Gly :
(.1424C>G) Missense
p.Serd490Trp : L : (150)
(c.1469C>G) Missense Heterocigosis Argentino
p.Leu409Phe :
(c.1225C>T) Missense
p-Argo95Trp Missense
(c.1783C>T) . (152)

Heterocigosis ~ Corea del Sur

p.Leud49Arg Missense
(c.1346T>G)

Sindrome
?&@'?3?2%' Missense Rubinstein-  Coreadel Sur (%%
. Taybi

p.Leu230Pro Asociado a (156)
(c.689T>C) Missense —— Japonés
SR Missense Heterocigosis Mejicano (158)
(c.260C>T)

Tabla 2. Mutaciones en gen IGFALS descritas hasta el momento.
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En marzo de 2017 aparece una nueva publicacion que describe tres nuevas mutaciones
presentes en cinco familias turcas en cada una de las cuales existia cosanguinidad(4®).
En 2019, aparece un articulo que describe una nueva mutacién en homocigosis en un
paciente turco. En la madre y la hermana del paciente la mutacién aparecia en
heterozigosis*”).

En un estudio realizado en India en nifios con TBI se encontraron dos nuevas mutaciones
en el gen IGFALS148),

También en 2019 se describe en Chile en un paciente con talla baja y retraso puberal, el
hallazgo de una doble mutacion en heterozigosis, apareciendo en un alelo una variante
nonsense y en el otro alelo una delecién de una gran parte del exén 2149,

En los individuos afectos de déficit de ALS se observa un fenotipo clinico, endocrino y
metabdlico peculiar que describiremos en las siguientes paginas (122 133,135, 159),

CARACTERISTICAS®>):

1. Reduccidén severa de niveles de IGF1.

2. Reduccién marcada en niveles de IGFBP3, normalmente mas reducidos que IGF1.

3. Desproporcién entre los niveles bajos de IGF1 e IGFBP3 y el menos marcado
efecto en crecimiento postnatal (talla entre -2SD y -3SD).

4. Incapacidad de formacion de complejos ternarios in vitro.

5. Insensibilidad insulinica, con glucosa normal y niveles de insulina altos.

6. Retraso puberal (encontrado en la mitad de los varones).

7. Respuesta pobre al tratamiento con GH recombinante, tanto en aceleracion del

crecimiento como en niveles de IGF1 e IGFBP3.
8. Densidad mineral 6sea (DMO) reducida (no siempre).

a. Crecimiento postnatal:

Presentan talla baja con repercusién, sobre todo, del crecimiento postnatal.

Analizando los datos de los 61 pacientes con déficit de ALS y de 111 de sus familiares,
Domené y colaboradores*?® encontraron que los pacientes con déficit de ALS eran 1,3SD
mas bajos que sus familiares portadores de la mutacion y 1,55D mds bajos que los
familiares sin mutaciones. No se encontraron diferencias entre portadores y familiares
sin mutacion. (Media+SD: pacientes: -2,465D+1,07; portadores: -1,13+1,08; sin mutacién:
0,94+1).

Estos datos se encuentran en consonancia con lo descrito en el estudio de Isik*®) en los
pacientes con déficit de ALS se observd una diferencia respecto a su talla diana de
1.240,65D mientras que en los 17 pacientes heterocigotos presentaron una talla adulta
mayor a la de sus padres en 0.3+0,9SD. Ademas, encontraron también una significativa
disminucion del perimetro cefdlico con respecto a los heterocigotos.

En las Ultimas familias turcas descritas™*® se pudieron analizar los datos de suficientes
familiares para encontrar diferencias estadisticamente significativas entre las tallas de los
individuos homocigotos, heterocigotos y aquellos que no presentaban mutaciones en el
gen de la ALS.
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Todos los datos anteriores apoyan la necesidad de niveles normales de ALS para alcanzar
el maximo potencial de crecimiento.

En el estudio realizado en India en 2020 se observd que existia presencia de alteraciones
en IGFALS en una proporcidn significativa de nifios con TBI(148),

En los familiares de primer grado de los pacientes homocigdticos en los que se ha
observado que eran heterocigotos para la mutacién de /GFALS se ha observado una talla
menor que en sus familiares sin mutacién de hasta 1SD menor{133, 150, 155, 160)

Domené y colaboradores describieron en 20131>° |a presencia de 22 variantes genéticas
en IGFALS en un estudio con 79 pacientes con TBI y 188 controles. Esas variantes fueron
frecuentes en aquellos nifios que presentaban niveles mas bajos de IGF1, IGFBP3 y ALS.
También se encontrd alguna de estas variantes en los controles con talla normal.

Son necesarios mas estudios para evaluar los efectos de la heterocigosidad en el
crecimiento.

b. Desarrollo puberal:

Se observé retraso constitucional del desarrollo con inicio puberal después de los 14 afios
en la mitad de los individuos varones. Se ha descrito la pubertad de cuatro de las mujeres,
una de ellas tuvo la menarquia a los 13 afios*3Y, la segunda tuvo un inicio puberal normal
(11.9 afios) con una progresion lenta (sin menarquia a los 14.7 afios)*?, la tercera inicid
alos 13.5 afios™®”) y |a cuarta no habfa iniciado pubertad a los 15 afios™*1).,

En 2008 Banerjee y colaboradores®? estudiaron el gen de ALS en 80 varones y 10
mujeres con RCCD y no encontraron ninguna mutacién, concluyendo que el déficit de ALS

no es una causa comun de RCCD y su busqueda de rutina no seria Util en estos nifios.

c. Crecimiento prenatal:

Se ha descrito la expresién de ALS en la placenta y niveles menores de esta proteina en
nifios PEG162),

El efecto prenatal del déficit de ALS es incierto ya que en la mayoria de los estudios los
datos antropométricos neonatales son desconocidos. Existe un estudio en el que si se
hallé relacién entre los niveles de ALS en la sangre de corddn y la longitud del recién
nacido163),

Los niveles de IGF1, IGFBP3 y ALS en los nifios PEG con talla baja se mantienen mas bajos
y la protedlisis de IGFBP3 parece ser mayor(®¥. En estudios previos se han encontrado
niveles de ALS menores en pacientes PEG respecto a controles e incluso se ha propuesto
la medicion de esta proteina para ayudar a predecir la respuesta al tratamiento con
GHr(165—167)_

En el estudio turco de 2017 se vio que la mayoria de los casos con déficit de ALS
homocigotos presentaban un peso al nacer menor de -2SD, mientras que ninguno de los
heterocigotos fue PEG pero las diferencias entre las medias no fue significativa('4®).
Recientemente se ha caracterizado una familia Sikh residente en Reino Unido en la que
ambos padres son portadores heterocigotos de mutacion en IGFALS al igual que una de
las hijas y los otros dos hijos (nifio y nifia respectivamente) homocigotos para la misma
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mutacion. En este caso los tres nifios fueron PEG en distinto grado y presentaron
patrones de crecimiento heterogéneos!1%8),

d. Disminucién de IGF1 e IGFBP3:

Existe disminucion de IGF1 e IGFBP3 por aumento de la destruccion de estos factores ya
que la sintesis hepatica es normal. Estos pacientes presentan un pico de GH normal en
los test de estimulacion, tienen mala respuesta al tratamiento con GH exdgena y no se
observa aumento de IGF1 ni IGFBP3 al iniciar tratamiento sustitutivo con GHr{13%),

Los niveles de IGFBP3 son menos dependientes de GH que los de IGF1 por lo que una
disminucion mayor de IGFBP3 podria hacernos pensar en un déficit de ALS antes que en
un déficit de GH, en el que la reduccién mayor la encontrariamos en los niveles de IGF1.

e. Insensibilidad a la Insulina:

En el déficit de ALS se observa ademas aumento de los niveles de insulina con un indice
de masa corporal normal, sin haberse descrito un mecanismo claro para este hecho!*3*
135, 169).

El metabolismo de carbohidratos ha sido descrito en 23 pacientes con déficit de ALS(1??).
16 pacientes presentaban glucosa en ayunas normal con niveles de insulina basales
elevados y, por tanto, indice de evaluacién del modelo de homeostasis (HOMA) elevado.
Estos datos sugieren que los pacientes con déficit de ALS tienen cierto grado de
insulinorresistencia, al contrario que en los ratones ALS-KO en los que se observa un
aumento de la sensibilidad a la insulina®1?).

Aungue los mecanismos fisiopatolégicos no se comprenden totalmente, los niveles
moderadamente elevados de GH podrian contribuir por multiples mecanismos
comoaumento de &cidos grasos libres por el exceso de efecto lipolitico de la GH7% 171),
alteracion en las vias de sefializacién por efecto cruzado entre las vias del receptor de GH
y el receptor de insulina®’?).

Sin embargo, parece dificil que la elevacién de GH pueda serla Unica causa de
insensibilidad a lainsulina. El IGF1 es capaz de mejorar el uso de la glucosa, especialmente
en el musculo esquelético™? por lo que los niveles disminuidos de este factor también
podrian contribuir.

El aumento en la secrecidon de GH, la reduccion del IGF1 circulante o la interaccion entre
ambos factores puede estar involucrado pero la relacion entre el eje de la GH vy el
metabolismo hidrocarbonado es compleja y sélo parcialmente descrita*’).
Fisiolégicamente el aumento de insulina podria explicarse por un aumento de produccion
para compensar el déficit de IGF1 ya que es un “factor similar a la insulina” y su
destruccion esta aumentada por un déficit de complejos ternarios debido al déficit de
ALS, es decir, un aumento de la circulacion de IGF1 libre; pero serian necesarios mas
estudios dinamicos en pacientes con déficit de ALS para caracterizar los mecanismos que
determinan su insulinorresistencia.

f. Reduccidén de densidad mineral 6sea (DMO):
Dado que los ratones ALS-KO tienen una densidad 6sea menor™Y no sorprendié que el
primer caso descrito de déficit de ALS presentara una reduccién en la DMO a nivel de la
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columna lumbar (-4,7SD) a los 16 afios que recuperd parcialmente al final de la pubertad
(-2,1SD a los 19 afios)®* 173),

Posteriormente, se encontré a dos hermanos con déficit de ALS, DMO disminuida y
fracturas con traumas banales por lo que tomdé mas interés el efecto de la ALS en la
mineralizacion. Sin embargo, en esta familia Kurda cosanguinea se encontrd baja DMO
también en heterocigdticos y en familiares sin mutacion lo que sugiere que su alteracion
en la mineralizacién no puede atribuirse a la ALS34 137),

En las Gltimas familias turcas descritas tampoco se encontrd alteracién en la DMO14®),

El retraso puberal presente en algunos pacientes con déficit de ALS puede ser
considerado un factor negativo para conseguir una correcta mineralizacién dsea. El nivel
disminuido de IGF1 circulante, la ausencia de complejos ternarios o el propio déficit de
ALS son factores potenciales para el fallo de mineralizacién presente en algunos, aunque
no en todos, de los pacientes con déficit de ALS.

De nuevo, mas estudios son necesarios para entender el rol de la ALS en la mineralizacion
y en la estructura del hueso trabecular y cortical.

g. Respuesta variable al tratamiento con GHr:

En un estudio se vio que tras tratamiento con GHr los ratones ALS-KO no crecian igual de
bien que aquellos WT, ya que el efecto local de la IGF1 producida por los distintos tejidos
no puede contrarrestar el bajo depdsito circulante de IGF1. En estos ratones se produce
un aumento de IGF1 en higado como respuesta a la GH exdgena pero pierden su habilidad
para llevarlo a los tejidos periféricos*7®).

Los pacientes diagnosticados de déficit de ALS presentan un pico de GH normal en los
test de estimulacidn, tienen mala respuesta al tratamiento con GH exdgena y no se
observa aumento de IGF1 ni IGFBP3 al iniciar tratamiento sustitutivo con GHr(3> 13,

Se ha descrito el tratamiento con GH recombinante en 7 pacientes*??). Los pacientes con
deficiencia parcial de ALS presentan una velocidad de crecimiento en el primer afio de
tratamiento con GHr similar a la de los pacientes con TBI, aunque presentan niveles de
IGF1 significativamente menores. Estos hallazgos sugieren que podrian ser mas sensibles
a los niveles de IGF1 o que la produccidn paracrina local tendria un mayor efecto en el
crecimiento lineal.

En algunos de los pacientes heterocigotos compuestos estudiados en Argentina™® se ha
observado que retienen una capacidad parcial para expresar ALS que podria aumentar el
nivel de IGF1 tras iniciar tratamiento con GHr.

En estudios recientes se ha observado que en déficit de ALS parcial en portadores
heterocigotos si que existe respuesta al tratamiento con GHr{148 177, 178),

Sin embargo, son necesarios mas estudios para comprobar si esto pudiera mejorar la talla
adulta.

150

Se ha demostrado que pacientes con déficit parcial de ALS responden al tratamiento con
GHr aumentando los niveles de IGF1 y acelerando su velocidad de crecimiento#& 177 En
un estudio reciente con seguimiento prospectivo de mas de 300 pacientes se han
demostrado diferencias estadisticamente significativas en la variacion de los niveles de
IGF1 tras iniciar el tratamiento con GHr en los pacientes con DGH segln sea la etiologia
de este déficit, siendo mayor el aumento en los pacientes con déficit de GH adquirido. Se
encontré también correlacién positiva entre los niveles de IGF1 con respecto a la dosis
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de GHr, la altura y el IMC. En este estudio no se encontrd relacién entre aumento de los
niveles de IGF1 durante el tratamiento con GHr con respecto a sexo, edad, duracion de
tratamiento, estadio puberal, estado hormonal (déficit aislado/déficit multiple) vy
gravedad de DGH inicial medida por pico de GH en tests farmacolégicos*’?). Actualmente
desconocemos las variaciones de ALS que se producen durante el tratamiento con GHr,
su relacién con la etiologia de la talla baja y otros factores que pueden causar confusion
como sexo, edad o estadio puberal sin embargo, en estudios previos se han encontrado
niveles de ALS menores en pacientes PEG respecto a controles e incluso se ha propuesto
la medicion de esta proteina para ayudar a predecir la respuesta al tratamiento con GHr
en estos pacientes®1%7) por lo que son necesarios mas estudios para valorar si los
niveles de ALS podrian marcar diferencias en la respuesta al tratamiento con GHr de los
pacientes con talla baja de distinta etiologia.

3.10. ESTADO ACTUAL

Aungue la ALS tiene un papel importante en los efectos endocrinos de las IGFs en su
tejido diana, histéricamente ha recibido una atenciéon limitada comparada con el resto
de los componentes del sistema circulante de IGFs. En la actualidad no poseemos valores
de referencia de ALS para los nifios de distintas edades por lo que no podemos valorar si
esta proteina se encuentra dentro de los limites normales para cada paciente que
estudiamos.

Ha habido intentos anteriores para definir los valores normales de ALS en poblacion
sanal®® 112117 pero tienen algunas deficiencias como contar con un nimero pequefio de
individuos!®® 12116) o no estratificarlos segun su estadio puberal 7).

Los indicios en la literatura sugieren que portadores heterocigdticos de mutaciones en el
gen de la ALS pueden estar presentes en la poblacién general ya que los individuos
afectos descritos hasta el momento son de diferentes origenes y pertenecen a familias
no cosanguineas pero la ALS no se mide de forma habitual en nifios con talla normal por
lo que es dificil calcular la prevalencia de esta mutacién en la poblacién general(*3®),

El significado de la medicion de la ALS en el nifio con talla baja alin no ha sido definido ya
que se ha establecido que los nifios con déficit de GH (DGH) tienen menor concentracién
de ALS, pero no hay estudios que comparen valores de individuos sanos y con DGH
estratificando por edad. Esto es necesario para clarificar la utilidad de medir ALS en DGH
ya que es posible que algunos nifios con niveles bajos de IGF1 e IGFBP3 etiquetados de
DGH o Talla Baja Idiopatica puedan presentar mutaciones en IGFALS ya que los pacientes
con mutaciones en homocigosis presentan diferentes grados de talla bajay ademas existe
una reduccién parcial en la talla de los pacientes heterocigdticos y estos hallazgos
sugieren un efecto gen-dosis(1¢?).

Familiares portadores de mutacién en IGFALS en heterocigosis presentan niveles
disminuidos de ALS, IGF1 e IGFBP3(131 133, 134) y son aproximadamente una desviacién
estdndar mds bajos que los familiares que no presentan mutacion(18%).

Utilizando secuenciacién masiva del genoma completo se ha descrito que el déficit total

de ALS representa entre un 3 y un 6% de los nifios con diagndéstico de insensibilidad a la
GH(181-183)
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En el caso de nifios con TBI, el déficit completo de ALS representaria un 1% , alrededor
de un 5-10% podrian ser heterocigotos para mutaciones en IGFALS™& 184 y un 5%
presentan un perfil bioquimico sugestivo de déficit parcial de ALS16®).

Ademas en pacientes con TBI y niveles bajos de ALS, IGF1 e IGFBP3 la presencia de
mutaciones en heterocigosis en IGFALS puede ascender hasta un 50%1%°),

Se estan llevando a cabo estudios in silico e in vitro para valorar cuales de estas
mutaciones en heterocigosis halladas en pacientes con TBI podrian repercutir realmente
en la funcionalidad de la ALS8>),

El papel de la medicidén de los niveles de ALS como prueba de screening para detectar
estas mutaciones aun no ha sido descrito.

En 2012, Wit et al®™3 estudiaron 9 pacientes con fenotipo de insensibilidad a GH, con
estatura <2SDy niveles de IGF1<2SD, encontrando 3 mutaciones en STAT5By 2 en IGFALS.
En 2017, Hattori et al™ secuenciaron el ADN de 86 nifios japoneses con TBI y
encontraron 19 pacientes con mutaciones en heterocigosis, una de ellas en IGFALS.

En 2019, Kumar et al*8) realizaron secuenciacidn bidireccional en 61 nifios indios con TBI
y encontraron 3 mutaciones en el gen IGFALS (una de ellas de significado incierto) de
entre los 39 pacientes que presentaban IGF1 <1SD. También en 2019, Plachy et al*®”
secuenciaron el genoma de 33 nifios checos con talla baja familiar severa (talla >-2,55D)
encontrando una mutacion en IGFALS. En estos estudios no se midieron los niveles
séricos de ALS por lo que no se puede correlacionar los niveles séricos de ALS con la
presencia de estas mutaciones.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. HIPOTESIS

e Lladeterminacion y valoracién de forma conjunta de la ALS, IGF1 e IGFBP3 ayuda
a un mejor estudio y diagndstico de la talla baja en pediatria.

e Existen datos en la historiay en la exploracion de sujetos con talla baja secundaria
a un déficit de ALS que hacen sospechar ese déficit.

e El tratamiento con GHr modifica los niveles de ALS y del resto de factores de
crecimiento.

4.2. OBJETIVOS

e QObijetivo general:

Conocer el comportamiento de la ALS en el eje de la hormona de crecimiento y
su implicacion en la presencia de la talla baja.

e QObjetivos especificos:

1. Establecer valores de normalidad de la proteina ALS en poblacion
pedidtrica y su variacién respecto a edad, sexo o estadio puberal.

2. Correlacionar los valores de ALS con la talla.

3. Conocer larelacién de la ALS con otros factores de crecimiento y
establecer la mejor manera de valorar en conjunto estas ftres
determinaciones para estudiar adecuadamente un paciente pediatrico
con talla baja.

4. Conocer el papel que tiene la ALS en el crecimiento, conocer los niveles
de ALS en pacientes con talla baja de distinta etiologia y que
consecuencias tienen sus alteraciones en la existencia de la talla baja.

5. Establecer las variaciones en los factores de crecimiento (IGF1, IGFBP3,
ALSy los indices IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS) en los pacientes con talla baja
de distinta etiologia.

6. Conocer el comportamiento de la ALS y los distintos factores de
crecimiento en los pacientes con talla baja de distinta etiologia que
reciben tratamiento con GHr y si la ALS puede condicionar su respuesta.

7. Conocer el porcentaje de sujetos que estando afectos de una talla baja
idiopatica presentan disminucién de ALS.
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5. PACIENTES Y METODOS:

5.1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional, tipo caso-control, realizado en la Unidad de Endocrinologia Infantil
del Hospital Universitario de Salamanca en colaboracion con el departamento de
estadistica de la Universidad de Salamanca.

Se recogen pacientes pediatricos entre 2 y 14 afios. Se establecen 7 grupos de estudio
(Talla baja idiopatica, déficit de GH, Pacientes pequefios para la edad gestacional, nifios
con tratamiento con GHr, nifios con talla baja de otra etiologia, nifios sanos de talla
normal y nifios con obesidad).

Se obtienen consentimientos informados de todos los menores maduros y de los tutores
legales.

El presente trabajo cumple con los principios éticos de la declaracién de Helsinki y fue
declarado como APTO por el comité de ética del Hospital Universitario de Salamanca y
de las gerencias de Atencién Primaria de Avila y Salamanca.

5.2. SELECCION DE LAS POBLACIONES DE ESTUDIO

Se estudiaron pacientes pediatricos entre 2 y 14 afios.

Se establecieron 7 grupos de estudio. Seis de ellos actuaran como “poblacién caso” y otro
de ellos sera una “poblacion control”. Dentro de la poblacidn caso se incluyen “talla baja
idiopatica” (TBI), “déficit de hormona de crecimiento” (DGH), “pequefios para su edad
gestacional (PEG)”, obesidad, talla baja de otras etiologias y nifios en tratamiento con
GHr.

Se usan como referencia de las medidas de peso y talla las tablas publicadas por
Carrascosa en el afio 2010118%),

Los criterios de inclusién en los diferentes grupos fueron:

1. Sanos (talla normal)

a. Tallaentre-2y2SDy acorde a su talla genética.

b. IMCentre-2y 2 SD.

c. Pesoy longitud al nacer superior a -2 SD.

d. No patologia conocida que seguin los conocimientos médicos actuales
pueda influir sobre, peso, talla, metabolismo hidrocarbonado (Celiaca,
diabetes, obesidad o desnutricion de cualquier etiologia).

e. Edad 2-14 afios.

2. Talla baja idiopdtica:
a. Retraso Constitucional del Crecimiento vy el Desarrollo (RCCD)
i. Talla menoroiguala-2SD.
ii. Pesoy longitud al nacer superior a -2 SD.
iii. No existencia de ninguna otra patologia.
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iv.
V.
Vi.

Criterios de TBI descritos previamente!®).
Retraso en la Edad 6sea mayor de 1afio.
Edad 8-14 afios.

b. Talla Baja Familiar (TBF)

i
ii.
iii.
iv.
V.
vi.

Talla menor o igual a -2 SD.

Peso y longitud al nacer superior a -2 SD.
No existencia de ninguna otra patologia.
Criterios de TBI descritos previamente!®).
Antecedentes familiares de TB.

Edad 2-14 afios.

c. TBI Propiamente dicha

i
ii.
iii.
iv.
V.
vi.
Vii.

3. Déficit de GH

Talla menor o igual a -2 SD.

Peso y longitud al nacer superior a -2 SD.
No existencia de ninguna otra patologia.
Criterios de TBI descritos previamente!®).
Ausencia TBF.

Ausencia RCCD.

Edad 2-14 afios

a.

Definida segun los criterios para inicio de tratamiento con Hormona de
Crecimiento propuestos por el Comité Asesor de Hormona de Crecimiento
y sustancias relacionadas de la Comunidad de Castilla y Legn!76 187, 188),
No haber comenzado tratamiento con Hormona de Crecimiento en el
momento de recogida de la muestra para el estudio la proteina ALS.
Edad 2-14 afios.
Se clasificara en:

i. ldiopatico: No existencia de patologia que haya desencadenado el

déficit (tumor craneal, radioterapia, quimioterapia...).
ii. Secundario.

4. Pequefios para su edad gestacional

a.
b.
C.

Peso y/o longitud al nacer inferior a -2 SD.
No haber comenzado tratamiento con GHr.
No patologia conocida que segln los conocimientos médicos actuales
pueda influir sobre, peso, talla, metabolismo hidrocarbonado (Celiaca,
diabetes, obesidad, desnutricién de cualquier etiologia).
Edad 2-14 afios.
Se clasificara en:
i. Talla normal (Talla superior a -2SD).
ii. Talla baja (Talla inferior a -2SD).

5. Pacientes de los grupos anteriores en tratamiento con GHr.

6. Pacientes con talla normal y obesidad

a.
b.
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c. Pesovy longitud al nacer superior a -2 SD.

d. No patologia conocida que segun los conocimientos médicos actuales
pueda influir sobre, peso, talla, metabolismo hidrocarbonado (Celiaca,
diabetes o desnutricion de cualquier etiologia).

e. Edad 2-14 afios

7. Talla baja de otra etiologia

a. Alteraciones en gen SHOX o PARI.

b. Turner

c. Noonan.

d. Klinelfelter

e. Displasia 6sea (DO)

f. Trasplante precursores hematopoyéticos (TPH).
g. Insuficiencia Renal Crénica (IRC)

h. Neoplasia

i.

Otras causas de talla baja

Se recogieron muestras de los nifios que acuden a las consultas de Endocrinologia
Pediatrica de Salamanca por distintas patologias entre mayo de 2011y diciembre de 2017.
De forma simultdnea a la recogida de las muestras se procedid a la medicién de las
concentraciones de la proteina.

En un primer estudio preliminar se detecté que el nimero de nifios sanos o
controles recogido en las consultas de endocrinologia era demasiado bajo para llegar a
establecer los niveles de normalidad de ALS, ya que éstos varian con edad, sexo y estadio
puberal por lo que, para aumentar el nimero de controles, se inicié la recogida de
muestras en nifios sanos a los que se extrae analitica en el servicio de preanestesia del
Hospital Universitario de Salamanca debido a una intervencién quirdrgica menor
programada desde abril de 2016 hasta diciembre de 2019.

Para recoger los datos antropométricos y los datos de la historia clinica se revisaron las
historias de Atencion Primaria en la base de datos MEDORA v, si los datos no estaban

completos en dicha base de datos se reviso la historia hospitalaria y se contacté con el
pediatra de Atencion Primaria correspondiente.

5.3. MATERIAL Y METODOS

a) METODOLOGIA DE LAS DETERMINACIONES ANALITICAS

e ALS (mU/ml): Los niveles de ALS total se determinaron por ELISA (ALS E35 Assay,

Mediagnost Laboratory, Germany) mediante anticuerpos especificos de conejo. El
limite de deteccion fue de 0,23mU/ml y la variabilidad interensayo fue <6,8%.
Esta prueba es también llamada prueba-sandwich y utiliza anticuerpos con alta
afinidad y especifidad. La ALS de la muestra se une a los anticuerpos unidos a la placa
de microtitulacion. En el Segundo paso, los anticuerpos especificos antiALS se unen a
la ALS fijada.
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IGF1(ng/ml): La IGF1 total fue medida usando un ensayo inmunimétrico
quimioluminiscente marcado con enzima de fase soélida. (IMMULITE 1000 IGF-I,
Siemens). IGF1 fue separado de las proteinas transportadoras usando un medio acido,
dejando la IGF1 libre y expuesta a los anticuerpos de alta especifidad. El limite de
deteccion fue 14.4 ng/ml. Los coeficientes de variacion intraensayo e interensayo
fueron <4.8 and 5.7% respectivamente. No se describieron reacciones cruzadas
significativas. Durante el transcurso del estudio se produjo un cambio en la
determinacién de IGF1 por parte del laboratorio adoptando un nuevo estandar (WHO
NBSC IS 02/254) que modifico los valores de IGF1 totales obtenidos con el estandar
previo (WHO NBSC IS 87/518) siendo estos mas bajos con el nuevo método. Los
valores del nuevo método muestran una correlacion y una concordancia muy buenas
respecto al antiguo, como fue demostrado en un estudio realizado en nuestro
laboratorio, donde el 95,6% de los puntos se encontraba dentro de los limites
6ptimos 189, Los valores de IGF1 obtenidos con el método anterior se convirtieron
segun la formula descrita : IGF1 nuevo método = 6,053 +
0,754(IGF1 antiguo método) para poder comparar todos los valores de IGF1 en
igualdad de condiciones.

IGFBP3(png/ml): Los niveles totales de IGFBP3 fueron determinados por tecnologia
quimioluminiscente (/DS-iSYS Insulin-like Growth Factor Binding Protein 3, 15-4400).
La muestra del paciente fue incubada con un anticuerpo monoclonal anti-IGFBP3
biotinilado y un anticuerpo antilGFBP3 marcado con acridinio. Luego se afadieron
particulas magnéticas recubiertas con estreptavidina para una incubacion adicional.
Las particulas magnéticas fueron capturadas usando un iman vy se realizé un lavado
para eliminar todos los analitos no unidos. Después se afiadieron reactivos
desencadenantes; la luz resultante emitida por los marcadores de acridinio fue
directamente proporcional a la concentracién de IGFBP3 en la muestra original. El
limite de deteccién fue 50 ng/ml. Los coeficientes de variacion intraensayo e
interensayo fueron <2.6 and 7.2% respectivamente. Esta determinacion no tiene
reacciones cruzadas significativas con otras IGFBPs.

GH: Determinado mediante ensayo inmunométrico quimioluminiscente de dos sitios
de unién en fase solida (IMMULITE/IMMULITE 1000). La fase sélida (bola) se
encuentra recubierta con anticuerpo monoclonal de ratén anti-GH humana (hGH). El
reactivo contiene fosfatasa alcalina (de intestino de ternera) conjugado con un
anticuerpo policlonal de conejo anti-hGH. El reactivo y la hGH de la muestra son
incubados junto con una bola recubierta con anticuerpo monoclonal de ratén anti-
hGH para formar un complejo de anticuerpos tipo sandwich. Después el conjugado
con enzima no unida es eliminado mediante lavado y centrifugacion y, finalmente, se
afiade el sustrato quimioluminiscente y se mide la sefial generada, la cual serd
proporcional al enzima unido. El anticuerpo utilizado en la técnica IMMULITE GH es
altamente especifico para la hGH, presentando muy poca reaccion cruzada con otras
hormonas presentes en condiciones normales.

La sensibilidad del proceso es de 0,01ng/ml (0,03mUl/l).



Insulina: Los niveles plasmaticos de insulina se determinaron mediante
inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) (Elecsys insulin, analizador
automdtico cobas e®) empleando para ello un principio de sandwich con dos
anticuerpos monoclonales dirigidos especificamente contra la insulina humana.

La prueba no estd afectada por ictericia, lipemia ni biotina. Los limites inferior vy
superior de deteccién son de 0,2uU/ml y 1000uU/ml respectivamente.

El coeficiente de variacidn intraensayo e interensayo fue 2%y 4,9% respectivamente.

b) DATOS DE LA ANAMNESIS

En todos los pacientes se obtuvieron los siguientes datos de la historia clinica:

Edad cronoldgica: calculada en su forma decimal con un maximo de dos decimales.
Edad gestacional: calculada en su forma decimal con un maximo de dos decimales.
Peso al nacer: calculada en gramos, sin decimales.

Longitud al nacer: calculada en centimetros (cm) con un maximo de un decimal.
Antecedentes familiares de talla baja.

Antecedentes familiares de retraso constitucional o pubertad temprana.

Zona de salud de procedencia.

Edad de comienzo de la talla baja.

c) DATOS DE LA EXPLORACION:

1. Las medidas antropométricas recogidas en todos los pacientes fueron las siguientes:

Talla: medida en centimetros (cm) con un decimal. Para la medicion se situé al sujeto
de pie, descalzo, con la mirada paralela al suelo, los hombros rectos y los brazos a
ambos lados en posicién anatdmica. Posteriormente se bajo el tope movil superior
del tallimetro hasta presionar levemente la cabeza del sujeto.

Peso: medido en kg, y con un decimal. Estando la balanza en una superficie lisa y
estable se situd al sujeto en ropa interior y descalzo durante unos segundos hasta
gue el peso marcado por la bascula se estabilizo.

indice de masa corporal (IMC): medido en kg/m?y redondeado a un maximo de dos
decimales.

Perimetro cefalico (PC): medido mediante una cinta métrica inextensible con una
precisién de + 1 mm.

2. Mediante la exploracion fisica se obtuvo informacion de:

Estadio puberal: para ello se usaron los estadios de Tanner®®® y volumen testicular
en los varones utilizando el orquiddometro de Prader y el desarrollo mamario en las
mujeres.

Peculiaridades fenotipicas

d) ANALISIS GENETICO:

Se realiza estudio de exoma completo en pacientes con ALS por debajo de -2SD.
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e Serealiza la extraccién de ADN a partir de muestras de sangre periférica mediante el
sistema MagNAPure Compact (Roche Diagnostics).

e Se preparan las librerias de ADN utilizando la tecnologia TruSeq Exome Library Prep
(lllumina), y se lleva a cabo la captura del exoma completo mediante tecnologia xGen
Exome Research Panel (Integrated DNA Technologies, IDT). Para la secuenciacién de
las librerias se utiliza el equipo de secuenciacién masiva NextSeq 500/550 (Illumina)

e Los datos obtenidos son analizados mediante las plataformas DNAnexus y Saphetor
alineando las lecturas obtenidas frente a la versién del genoma humano de referencia
GRCh37/hg19.

e) LIMITACIONES:

e Lamayoria de las muestras recogidas corresponden a nifios caucasicos espafioles por
lo que los resultados podrian no ser extrapolables a otras poblaciones.

e La recogida de informacién de la anamnesis en todos los nifios de la consulta de
endocrino se realizd mediante encuesta directa a los padres mientras que en las
muestras procedentes de la consulta de preanestesia se recogid la informacién
directamente de la historia clinica realizada por su pediatra.

e Las medidas antropométricas y el estadio puberal de todos los nifios de la consulta
de endocrino fueron realizadas por los mismos dos endocrindlogos pediatricos
mientras que en los nifios de la consulta de preanestesia se recogié la informacién
directamente de la exploracion realizada por su pediatra.

e Durante el desarrollo del trabajo se produjo un cambio en el método de
determinacion de IGF1 que obligd a transformar los valores cuantificados con el
método inicial a valores equivalentes al método actual.

5.4. MANEJO DE LOS DATOS

Con el fin de proceder a la informatizacién de los datos, se cred una base de datos en |a
que se incluyeron todas las variables del estudio con el programa informatico FileMaker
Pro Advanced, donde quedaron registradas todas las variables médicas. El analisis
estadistico se realizd con el programa estadistico adecuado para la realizar la técnica
estadistica utilizada en cada andlisis. Se utilizaron los programas informéaticos SPSS 21111,
R192) v Multibiplot de la universidad de Salamanca*®3).

Todas las medidas antropométricas (talla, peso, IMC) se transformaron a desviaciones

estandar (SD) para poder comparar sujetos con diferente sexo y edad segun el estudio
de Carrascosa en 20101189),

a) ANALISIS EXPLORATORIO DE LOS DATOS EN NINOS SANOS

Se realizd un estudio descriptivo de todas las variables incluidas en el estudio
construyendo los graficos adecuados, obteniéndose para cada variable medidas de
tendencia central, de dispersién (para las variables cuantitativas continuas), y tablas de
frecuencias (para las variables discretas o variables cualitativas).

Los redondeos de los resultados se realizaron mediante técnicas habituales.
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Se analizaron como variables dependientes las proteinas ALS, IGF1 e IGFBP3 y sus ratios
molares de relacién IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS.

Los grupos del estudio se compararon utilizando las pruebas estadisticas adecuadas para
cada contraste de hipodtesis, chi2 de Pearson o test exacto de Fisher para variables
cualitativas, t-Student y Anova para variables cuantitativas y U de Mann Withney vy
Wilcoxon para datos que provienen de poblaciones con distribuciones no normales. Para
determinar posibles relaciones entre las variables se obtuvieron coeficientes de
correlacion y se realizaron graficos de dispersion.

Se realizaron contrastes de hipdtesis sobre normalidad para definir los estadisticos y
graficos utilizados. En las variables que presentan posibles diferencias por sexo y estadio
puberal se comprobd la normalidad mediante graficos Q-Q y mediante la prueba de
Saphiro- Wilk y Kolmogorov-Smirnov.

b) RATIOS MOLARES IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS

Ya que la IGF1 que circula unida a IGFBP3 y ALS no se considera activa, se pensd que
podria ser de utilidad crear indices que relacionaran estos tres componentes y ver como
variaban en los nifios sanos, en los distintos tipos de TB y en aquellos nifios en los que se
inicia tratamiento con GHr para valorar los posibles efectos secundarios. Para ello, se
estudiaron las relaciones entre IGF1, IGFBP3 y ALS en la poblacion control y se
propusieron distintos indices entre ellas.

Ya que el peso molecular de IGF1 (7.6 kDa), IGFBP3 (29 kDa) y ALS (85kDa) son muy
diferentes, estas ratios deben expresarse como ratios molares. Estas ratios molares
deben determinarse con las concentraciones expresadas en nanomol/I.
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Basado en la publicacién Friedrich et al™®¥, para transformar los valores en nmol/| se

realizaron las siguientes operaciones:

ng nmol
IGF1—x 0,1307 = IGF1
ml
IGFBP3™2x 0,03478 = IGFBP3 ’”’L“”; 1 g =1000ng
ALS™ x 5 = ALSZ; ALS ™9 %0,01176 = ALS "%
mL mL ml L
1GF1 (IGFlnT:le 100) 16F1 IGFBP3%°[
———molar = T molar = ———
IGFBP3 IGFBP3—— =~ ALS ALS——
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c) MODELOS DE NORMALIZACION: MODELOS GAMLSS.

Se aplicaron modelos de normalizacién para la estandarizacion de ALS, IGF1, IGFBP3 y las
ratios molares IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS en poblacién pediétrica sana. Se ajustaron
modelos en funcion de la edad, el estadio puberal y el sexo.

La estimacidn de percentiles incluye métodos para estimar la distribucion del crecimiento
relacionado con la edad.
La estimacién estandar de curvas de percentiles normalmente incluye dos variables
continuas:
a) La variable respuesta Y que es en la que estamos interesados y para la que
estamos intentando crear las curvas de percentiles.
En este caso serian los niveles de ALS, IGF1, IGFBP3, de la ratio IGF1/IGFBP3 molar
y de la ratio IGFBP3/ALS molar.
b) La variable explicativa X que suele ser la edad.

Las curvas de percentiles pueden ampliarse a mds de una variable explicativa, por
ejemplo, edad y sexo o estadio puberal, pero para ello se suelen crear tablas separadas
para cada variable categorica (sexo, estadio puberal).

Para estimar las curvas percentiles separadas por sexos de las variables IGF1, IGFBP3, ALS,
IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS se aplicaron los modelos LMS y BCPE mediante el paquete
GAMLSS de R(19> 196),

Marco tedrico

Los modelos GAMLSS (Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape)%>1°7-
200) " es decir, los modelos aditivos generalizados para posicidn, escala y forma, son una
clase general de modelos estadisticos para una variable respuesta unidimensional que
incluyen como casos particulares a los modelos lineales generalizados (GLM) y a los
modelos aditivos generalizados (GAM).
Los modelos de regresidon han ido evolucionando para poner solucién a las limitaciones
que se iban encontrando (figura 11).
1. En el modelo de regresioén lineal LM (Legendre, Gaus, Galton y Pearson), la
variable respuesta Y se relaciona de forma lineal con el resto de las variables,
pero para que sean validos, la variable respuesta tiene que seguir una distribucién
normal y la varianza o2 debe ser constante en todo el rango de por lo que no es
aplicable a muchos problemas reales.
2. Los modelos lineales generalizados GLM (Nelder Y Wedderburn), permiten que
la variable respuesta Y siga cualquier distribucién de la familia exponencial
(Gaussian, Poison, binomial...) pero siguen teniendo la limitacion de que la
relacién entre los predictores y la media de Y debe ser lineal y constante.
3. En 1990 se introdujeron los modelos de regresion lineal generalizados aditivos
GAM (Hastie y Tibshirani) que son una extensién de los modelos que permiten
incorporar relaciones no lineales a través de funciones, pero requieren asumir
gue la variable respuesta sigue una distribucion de la familia exponencial cuya
media puede ser modelada en funcién de unas variables predictoras.
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4. Los modelos GAMLSS introducidos en 2005 (Rigby y Stasinopoulos) permiten
incorporar distribuciones que no son de la familia exponencial y, ademas, modelar
cada pardmetro en funcién de las variables predictoras, pudiendo usar funciones
lineales y no lineales.

LM, GLM GAM GAMLSS
Figura 11. Tomado de de Amat Rodrigo J. GAMLSS: modelos aditivos generalizados para posicidn,
escala y forma 2020 available under a Attribution

4.0International. https://www.cienciadedatos.net/documentos/63 gamlss.html 9. A su vez
obtenida de Schlosser, L. Achim. (2018). Distributional Regression Forests for Probabilistic
Precipitation Forecasting in Complex Terrain. The Annals of Applied Statistics. 13. 10.1214/19-
AOAS1247.

Los modelos GAMLSS son semiparamétricos porque requieren asumir que la variable
respuesta sigue una distribucidn paramétrica, pero cada parametro puede ser modelado
de forma independiente, siguiendo una funcion paramétrica y/o no paramétrica (lineales,
aditivas, no lineales...), permitiéndose ademas la presencia de efectos aleatorios. Esto
permite usar como herramienta para modelar variables con distintas distribuciones (no
normales, asimétricas...). Con este modelo se puede caracterizar una distribucion
completa y ademads permite la generacién de intervalos probabilisticos y la prediccion de
percentiles.

En los modelos GAMLSS se asume una distribucién paramétrica para la variable
respuesta Y (normal, beta, gamma...) y se permite modelizar, no solo el parametro de
localizacion (la media o mediana), sino también los pardmetros de dispersion, de escala
y de forma, como funciones de una o varias variables explicativas. Es decir, los modelos
GAMLSS son definidos por hasta 4 parametros (u, g, v, T) que determinan su posicion (ej:
media), escala (ej: desviacién estandar) y forma (ej: kurtosis).
Y~D(u,0,v,1)
Y =XTp

m =01 =X"B+ fi(x;) + folxz) + "‘fp(xp)

N2 = g2(0) = X"B + fi(x1) + foxz) + "‘fp(xp)

N3 =g:(v) =X"B + fi(xq) + fo(xz) + "'fp(xp)

N = ga(0) =X"B + fi(xy) + fo () + ”'fp(xp)
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Donde Y~D(u,0,v, ) es la distribucién de la variable respuesta (pueden ser menos
pardmetros), X contiene los términos lineales del modelo, B son los coeficientes lineales
y fi(x;) son funciones de suavizado no lineales (smooth) de cada predictor.

Siendo ujyojconi = 1,2,---,n pardmetros de localizacion y escala (media o mediana
y coeficiente de variacién o varianza) respectivamente y, por otro lado, vjy tj coni =
1,2, --,n son pardmetros de forma (por ejemplo, parametros de asimetria y curtosis).

La distribucidon para la variable respuesta en el GAMLSS se puede seleccionar de una
familia muy general de distribuciones, que incluye las distribuciones de la familia
exponencial (Normal, Binomial, Poisson...) asi como distribuciones continuas y discretas
altamente sesgadas o kurtéticas no pertenecientes a la familia exponencial. Dos ejemplos
especialmente importantes de distribuciones continuas que se utilizaron en este trabajo
son la distribucion Box—Cox Normal (distribucién con tres parametros) y la distribucién
Box—Cox Power Exponential (con cuatro parametros).

Definicién del modelo GAMLSS:

Sea yT = (¥1, - -, ¥n) el vector n—dimensional de la variable respuesta, donde y;j ~
F(yi|@Y).Parak=1,2, .., p, sean gk(+) las funciones link conocidas que relacionan los
parametros de la distribucién con las variables explicativas de la siguiente forma:

Jk
gk(6x) =ni = X Pr + zzjkyjk_
=1

donde 8 y n son vectores n—dimensionales, 8, = (61x B2k, " Onx ), donde By =
Bk, Bjx 'k es un vector ]'k—dimensional. El nimero de covariables continuas con
efecto no lineal que se utilizan para explicar cada parametro 8, se representa por Ji,
parak = 1,---,p, Xyes una matriz de disefio fijada de orden n *]'k—, Zji s una matriz
fijada de orden n * g y Yk, una variable aleatoria g, dimensional.

Los términos paramétricos y aditivos que componen los GAMLSS permiten una
formulacién general de muchos modelos o submodelos.

Las variables explicativas se introducen en el modelo a través de los “predictores” ny, que
se relacionan con los parametros mediante funciones de enlace o funciones link
monodtonas, denotadas por gk (). Estas funciones son conocidas y dependen de la
distribucidn seleccionada para la variable respuesta.

El modelo LMS puede ser ajustado en GAMLSS vy se define como:

Y~fY (y | pot)

Donde fY () es alguna distribucidon que tipicamente representan BCCG (Box-Cox Cole
and Green), BCPE (Box-Cole power exponential) y BCT (Box-Cox t).
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- BCCG asume que la respuesta variable tiene, lo cual es adecuado para datos
sesgados positiva o negativamente conY > 0.

- BCPE asume que la variable aleatoria transformada Z tiene una distribucion
exponencial de potencia truncada.

- BCT asume que Z tiene una distribucion t truncada.

Método LMS(201):

El método LMS es un caso particular de un modelo GAMLSS donde hay una Unica
variable explicativa X(en nuestro caso la edad).

En este modelo se asume que Y sigue una distribucion llamada Box—Cox Normal o Box—
Cox Cole y Green (BCCG), con tres pardmetros (u,a,v). Este modelo propone una
transformacion de Y que da lugar a una normal N(0,1) proporcionando z—scores (o
puntuaciones Z) adecuadas para el célculo de los percentiles. Esta transformacion se
denomina LMS.

Su formulacién es la siguiente: Dado X = x, Y sigue una distribuciéon BCCG (u,0,v) y
cada uno de los parametros es modelado como una funcidén no paramétrica suave de x.

Las siglas L, My S del modelo vienen de los parametros u, a,v, donde u es el parametro
M que representa la media o mediana, o es el parametro S que representa el coeficiente

de variacion y v es el pardmetro L que representa el coeficiente de asimetria.

La transformacion LMS de Y fue definida por Cole y Green?®") como:

1 [/Y\?
— <—) -1l siv+0
ov|\u

L (Y) v =0
Gog‘u siv=

Z LMS =

para 0 <Y < oo, donde u,0 > 0y donde se asume que zJ,MS sigue una distribucion
normal estandar.

Método BCPE (LMSP)7)

En este modelo se asume que Y sigue una distribucién llamada Box—Cox Power
Exponencial (BCPE), con cuatro parametros. Esta distribucién también se relaciona con la
transformacion zJ,MS, pero en este caso se asume que zJ,MS sigue una distribucion
power exponencial estandar. El método BCPE también conocido como método LMSP,
corrige tanto la asimetria como la curtosis. Por lo tanto, este método se utiliza para
estimar las curvas percentiles cuando la distribucién sea asimétrica y ademas presente
un pico no “normal”. El cuarto parametro P (power) permitird ajustar la curtosis. Se trata
de una generalizacion del método LMS.

La transformacion potencial de x (x€) es normalmente necesaria cuando la variable
respuesta tiene un temprano o tardio intervalo de rapido crecimiento.
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En estos casos la transformacion de x puede ensanchar la escala de x, mejorando el
ajuste de la curva suavizada.

Las siglas L, M, Sy P del modelo vienen de los parametros u,o,v,t, donde u es el
parametro M que representa la media o mediana, o es el parametro S que representa el
coeficiente de variacion, v es el parametro L que representa el coeficiente de asimetriay
T es el pardmetro P que representa el coeficiente de kurtosis.

En nuestro estudio se considera como variable explicativa Unica x la edad. Asi el modelo
se definirfa como: g;(1) = hy(x); g2(0) = hy(x); 93(v) = h3(x); g4 (v) = 4(x) .
Donde las funciones gk (+) parak=1, 2,3y 4 seran identidad o logaritmo segun el modelo
elegido.

Eleccion del tipo de modelo

Para elegir el mejor modelo GAMLSS para cada variable incluida en este trabajo es
necesario comparar entre los modelos candidatos ya que cada uno de estos modelos
presenta una combinacion diferente de distribucién de la variable respuesta y funcion
link para cada uno de los pardmetros predictores.

Lo modelos se compararon entre si a través del criterio GAIC (generalized Akaike
information criterion) con penalizacion k = 3. De forma que, el modelo adecuado para
cada variable y sexo era aquel que minimizaba este criterio.

La bondad del ajuste del modelo se cuantifica mediante el GDEV (fitted global deviance)
que es el log verosimilitud (likelihood) multiplicado por -2. El problema de este GDEV es
que no tiene en cuenta los grados de libertad. En principio, cuantos mads parametros
tenga un modelo, mads se ajustara a los datos y menor sera su log likelihood, pero con
mas probabilidad existird un riesgo de overfitting. Para evitar este problema usamos
GAIC ya que incorpora una penalizacidn k por cada grado de libertad (df) que tenga el
modelo.

Los autores del paquete GAMLSS recomiendan el uso de valores de k entre 2,5y 4.

El criterio GAIC (Hastie y Tibshiran, 1990) se define como,

GAIC (#) = =21 +df, (3,16)

donde [ denota la verosimilitud logaritmica del ajuste, df denota los grados
efectivos de libertad usados en el modelo, los cuales representan la dimension de
parametros de la parte paramétrica y de los efectos aleatorios y # una
penalizacidn fijada.

La funcién fitDist () de R ajusta todas las distribuciones paramétricas de una familia 'y
las compara acorde al GAIC.
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Suavizacién del modelo (smooth)

Se pueden usar distintos métodos para estimar las funciones de suavizado (splines
cubicos, p-splines, loess...).

La formulacién aditiva semiparamétrica de los GAMLSS se define como:

Jk
gk(@x) =ni = Xbr + z hjie (%1 )
=1

Donde hjy es la funcién de suavizado y es una funcion desconocida de la covariable xj .

Esta funcion viene del modelo general donde Zj Yie, = R (i ).

Existen dos tipos de modelos de suavizacién con splines, splines que utilizan el mismo
ndmero de parametros que de observaciones cuya eficiencia disminuye cuando aumenta
el nimero de observaciones y splines polindmicos que se pueden ajustar seleccionando
el nimero de nodos, pero son necesarios algoritmos complicados para la seleccidon de los
nodos. Los p-splines o splines penalizados combinan las ventajas de los dos grupos vy
controlan una sobrestimacion agregando un término de penalizacién.

En este trabajo utilizamos p-splines (Eilers y Marx, 1996) que permiten estimar un gran
ndmero de efectos no paramétricos de forma simultanea.

La funcién pb() calcula automaticamente los pardmetros de suavizacion dentro del
algoritmo que estima el modelo y, por lo tanto, los grados efectivos de libertad para cada
caso, recortando significativamente el tiempo de convergencia de los modelos. Ademas,
los p—splines en si son mucho mas rapidos, ya que la matriz de penalizacién es mas
pequefia que en el caso de los splines de suavizado.

Calidad del modelo:

1. CRITERIO GAIC:

El criterio GAIC nos informa de cual de los modelos comparados se ajusta mejor a los
datos, pero si todos los modelos son malos no nos avisara de este fallo.

2. RESUMEN DE RESIDUOS:

Permiten evaluar de forma visual la calidad de un modelo a través de sus residuos. Si el
modelo es correcto no observaremos desviacién entre los valores observados y los
teoricos.

Con la funcién plot () veremos el diagndstico de los residuos del modelo para media,
varianza, coeficiente de asimetria y coeficiente de kurtosis.
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3. GRAFICO Q-Q:
compara los residuos observados con los esperados en un grafico de normalidad.
4. DIAGRAMAS DE GUSANO (wormplot):

Estos graficos fueron descritos en 2001 por Buuren y Fredriks?°? y permiten valorar la
normalidad de los residuos del modelo.

Permiten evaluar de forma visual la calidad de un modelo a través de sus residuos.

En el eje horizontal se representan los cuantiles tedricos de una normal N(0,1) y en el
eje vertical la diferencia entre los cuantiles empiricos y tedricos basados en los residuos.
Idealmente, los valores resultantes deberian ser cero, como una linea horizontal.

El intervalo de confianza 95% es mostrado por dos lineas elipticas discontinuas. Solo el
5% de las observaciones deberian quedar fuera de estas lineas si el modelo es correcto.

Para dibujarlos usaremos la funcion wp () (figural2)y analizaremos la distribucién segun
la forma (figura 13).

1.0

Deviation
0.0
|

-1.0

-4 -2 0 2 4

Unit normal quantile

Figura 12. Ejemplo de salida obtenida con la funcion wp (). Tomado de Arias M. Curvas de crecimiento de
la poblacién infantil gallega, 2019. ?%%

Momento | Forma del wp Residuos Variable respuesta
Medi Puntos por encima de 0 Media alta Parametro de localizacion bajo
Media
Puntos por debajo de 0 Media baja Parametro de localizacion alto
o Pendiente positiva Varianza alta Parametro de escala bajo
Varianza - - - -
Pendiente negativa Varianza baja Parametro de escala alto
. 3 Forma de U Asimetria positiva | Asimetria baja
Asimetria - - - - - -
Forma de U inversa Asimetria negativa | Asimetria alta
Curtosi Forma de S girada a la izquierda Leptocurtica Curtosis baja
urtosis
Forma de S girada a la izquierda y dada la vuelta | Platictirtica Curtosis alta

Figura 13. Problemas detectados a través del wormplot. Tomado de Arias M. Curvas de crecimiento de la
poblacién infantil gallega, 2019 2%,
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Software utilizado:

Siguiendo el marco tedrico descrito se realizan las graficas y tablas de percentiles en R
mediante método GAMLSS. Las distintas distribuciones usadas se describen en la figura
14.
El software GAMLSS estd implementado en una serie de paquetes en el lenguaje Ry
estd disponible en http://CRAN.R-project.org/.
Actualmente tenemos varios paquetes de GAMLSS 2%3):

1. original gamlss.

2. gamlss.cens package para variables de respuesta censuradas (intervalos).

3. gamlss.dist package para nuevas distribuciones adicionales.

4. gamlss.mx package para mezclas finitas de distribuciones.

5. gamlss.nl package para modelos no lineares.

6. gamlss.tr package para distribuciones truncadas.

Distributions R Name ©n o v T
beta BEQ logit logit - -
beta inflated (at 0) BEOI(Q) logit log logit -
beta inflated (at 1) BEZI() logit log logit -
beta inflated (at 0 and 1) BEINF () logit logit log log
Box-Cox Cole and Green BCCG() identity log identity -
Box-Cox power exponential BCPEQ) identity log identity | log
Box-Cox-t BCTO) identity log identity | log
exponential EXP() log - - -
exponential Gaussian exGAUS() | identity log log -
exponential gen. beta type 2 EGB2() identity | identity log log
gamma GAQ) log log - -
generalized beta type 1 GB1() logit logit log log
generalized beta type 2 GB2() log identity log log
generalized gamma GGO log log identity -
generalized inverse Gaussian GIGO log log identity -
generalized y GT(O) identity log log log
Gumbel GUQ) identity log - -
inverse Gaussian IGO log log - -
Johnson’s SU (u the mean) JSUQ) identity log identity | log
Johnson’s original SU JSUo ) identity log identity | log
logistic LOO) identity log - -
log normal LOGNO Q) log log - -
log normal (Box-Cox) LNO(O) log log fixed -
NET NET() identity log fixed fixed
normal NOO) identity log - -
normal family NOF () identity log identity -

Figura 14. Distribuciones continuas en los paquetes GAMLSS. Tomado de Stasinopoulos M. Generalized
Additive Models for Location Scale and Shape (GAMLSS) in R. Journal Statistical Software. 2007;23(7) ?%%.

- La funcién fitDist () de R ajusta todas las distribuciones paramétricas de una
familia y las compara acorde al GAIC.

- La funcién pb() de R calcula automdticamente los pardmetros de suavizacion
dentro del algoritmo que estima el modelo.

- Para dibujar los diagramas de gusano usaremos la funcion wp () de R.

- Con la funcion plot () de R dibujaremos los graficos de residuos.

- Paradibujar las curvas de percentiles de cada modelo se usé la funcion centiles
del paquete de R.

53



d) CREACION DE FORMULAS PARA CALCULAR LAS DESVIACIONES
ESTANDAR.

Cuando se realizan mediciones de magnitudes que presentan una gran variacion de
valores en funcién de la edad vy el sexo, los resultados obtenidos en un individuo en
concreto se deben comparar con los valores obtenidos en una poblacion de referencia.

En pediatria, para expresar los datos antropométricos, se suele usar el sistema SDS
(acrénimo del inglés Standard Deviation Score) o puntuacién 71204,

El sistema SDS expresa el nimero de desviaciones estdndar o puntuaciones Z en que un
dato se sitla por encima o por debajo de la media o la mediana de la poblacién de
referencia.

En el sistema SDS, los valores de la poblacion de referencia siguen una distribucion
normal (distribucién de Laplace-Gauss) donde el valor de la media o de la mediana se
corresponde con el 0y el intervalo comprendido entre +2 SDS (percentil 97,5) y -2 SDS
(percentil 2,5) contiene el 95% de los valores.

La férmula para calcular SDS es:

valor observado — valor de la mediana de poblaciéon de referencia

SDS =
valor de la desviacion estandar de la poblacion de referencia

Para calcular la desviacién estandar de la poblacion de referencia se utiliza la funcién sd
() de R para cada grupo de observaciones por sexo y edad.

Para calcular la mediana de la poblacion de referencia se utiliza la funcién median () de R
para cada grupo de observaciones por sexo y edad, la mediana corresponde con el
percentil 50 calculado por el método GAMLSS.

Los valores de referencia de las variables de nuestro estudio (ALS, IGF1, IGFBP3,
IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS) no siguen una distribucion normal, por lo que debe realizarse
una transformacién matematica previa que consiga la normalizacién de estos datos para
calcular posteriormente las SDS.

InVAR en el paciente—In de la mediana de VAR en el grupo de edad (205)

Ej: SDS =

valor de la desviacion estandar de VAR (In)grupo de edad

Se intenta la normalizacién de los datos mediante logaritmos. Para comprobar la
normalidad se usa la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Si p>0,05 la distribucion se
considera normal.

e) ANALISIS UNIVARIANTE DE PACIENTES CON TALLA BAJA.

Se calcularon los Z-Score para cada variable con las graficas y formulas construidas
previamente.
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Se realizé un estudio descriptivo de todas las variables incluidas en el estudio utilizando
las medidas de tendencia central y dispersion adecuadas segun el tipo de variable.
Posteriormente se analizaron las diferencias entre los grupos de estudio utilizando las
pruebas estadisticas adecuadas para cada contraste de hipdtesis como se describe
previamente en el punto 1, andlisis exploratorio de los datos en nifios sanos.

Se analizaron los valores de las variables estudiadas en las muestras de individuos con
talla baja que reciben tratamiento con GHr y se compararon con los valores recogidos en
individuos con el mismo diagndstico que no reciben tratamiento con GHr.

En aquellos pacientes en los que se han realizado distintas mediciones de los valores de
IGF1, IGFBP3 y ALS durante su seguimiento en el servicio de endocrinologia por talla baja
de distinta etiologia con y sin tratamiento con GHr se realizé una prueba de Wilcoxon
para datos apareados.

f) ANALISIS MULTIVARIANTE DE PACIENTES CON TALLA BAJA

f.1 Andlisis discriminante(2°®)

Este analisis se utiliza para valorar qué variables o caracteristicas medidas en los sujetos
explican mejor la diferencia entre los grupos a los que pertenecen estos individuos.
Permite comprobar si las variables independientes estudiadas en la investigacidn pueden
ayudar a clasificar a los sujetos estudiados.

Utilizamos los datos de sujetos cuya clasificacion conocemos a priori (en nuestro caso,
tipo de talla baja o diagndstico) para conocer las variables que podriamos utilizar para
clasificar a nuevos pacientes en un grupo u otro. Es decir, usaremos este analisis para:

1. Determinar si existen diferencias significativas en las variables entre dos o mas grupos
definidos a priori.

2. Seleccionar qué variables de prediccién son las que contribuyen a explicar las
diferencias entre grupos en mayor medida.

3. Establecer procedimientos para clasificar individuos en uno u otro grupo a partir de
una serie de variables independientes.

4. |dentificar qué variables independientes tienen mayor poder de discriminacion y de
prediccion en la clasificacion de sujetos.

5. Obtener ‘funciones discriminantes’, es decir, ecuaciones que combine las variables
predictivas (variables candnicas) y permitan construir una regla de decisién para asignar
los individuos a uno u otro grupo prefijado, con un cierto grado de riesgo.
El analisis se lleva a cabo en 3 pasos:

1. Seleccién de variables discriminantes

2. seleccidon de la funcion discriminante
3. seleccion de los sujetos.
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f.1.1. SELECCION DE VARIABLES DISCRIMINANTES

Se contrasta la igualdad entre las matrices de covarianza de los grupos mediante el
estadistico M de Box y se transforma en el estadistico F. La significacion de la prueba nos
confirma que uno de los grupos es mas variable que el otro.

Para seleccionar las variables mas influyentes utilizamos un método de seleccién por
pasos, obteniendo informacion de la significacién individual de cada variable. El método
utilizado es lambda de Wilks con un valor de F que permite valorar si la variable debe o
no debe ser rechazada en la funcién. Un p-valor asociado a lambda significativo nos
permite aceptar la variable en la funcion discriminante.

Los coeficientes de la funcién permitiran identificar las variables con mayor poder
explicativo en la funcidn discriminante. Si el coeficiente se acerca a 1, el poder explicativo
serd mayor mientras que si se acerca a 0, esa variable independiente tendra poco valor
explicativo.

f.1.2. SELECCION DE LA FUNCION DISCRIMINANTE

Suponemos que tenemos, a priori, dos o mas grupos diferenciados. La ecuacidon
discriminante resultante de nuestro analisis sera la mas apropiada si proporciona una
regla de clasificacién que disminuya los errores de dicha clasificacion y explica una mayor
parte de la variabilidad intragrupos.

La ecuacion discriminante se expresa como:

Y:a0+a1*X1:1+a2*X2+ ..... +aP*XP

Siendo X = las variables independientes
a = |a constante
a,.p, =los coeficientes de discriminacion

Se utilizard el coeficiente de “autovalor” y los coeficientes estandarizados de las
funciones discriminantes. Cuanto mas alto sea el numero de “autovalor” mas eficaz sera
el método clasificatorio. La correlacion candnica es un nimero entre Oy 1 que recoge la
pertenencia de los sujetos a los grupos, el valor éptimo seria 1.

f.1.3. CLASIFICACION DE LOS SUJETOS

Se aplicard la regla de decisidn elegida valorando el porcentaje de aciertos y se obtendra
una tabla resumen.

f.2 HJ-Biplot

Tras valorar cada variable de forma individual, hacemos un analisis multivariante
mediante biplot?%7-211), Un biplot es una representacion grafica de datos multivariantes
que representa 3 o mas variables.
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Las variables columna (variables observadas) se representan como vectores y las
variables fila (individuos) como puntos. Proyectando los puntos de los individuos sobre
los vectores podremos ordenar a los individuos segun el valor que toman con respecto a
cada variable.

La representacion grafica del producto escalar x;; = g,Thj de la matriz X5, se describe
como la figura 15.

Usamos la descomposicién en valores singulares como método de estimacion y hacemos
una transformacién previa de los datos por factorizacion y estandarizacién de columnas.
Utilizaremos el biplot como herramienta de inspeccion y para diagnosis de modelos.

direccién de hj

proyecciénde g; sobre hj

9w longitudde h;

Figura 15. Representacion geométrica del producto escalar. Tomada de Biplot. MP Galindo Villardon.
Departamento de Estadistica de la Universidad de Salamanca.

En nuestro estudio usaremos el Hl-biplot. El HJ-biplot es una representacién grafica
multivariante de las lineas de una matriz Xy, mediante los marcadores jj ... j, para sus
filasy hq ... hy, para sus columnas, elegidos de forma que ambos marcadores puedan ser
superpuestos en un mismo sistema de referencia con maxima calidad de representacion.

Dadas una matriz XTX focalizada en sus columnas (h) con sus vectores propios (V) y
una matriz XX de las filas (j) con sus vectores propios (U), podriamos describir la
matriz X, x, como X = UDVT através de los valores singulares de X(D)

Las coordenadas de las filas son medias ponderadas de las coordenadas columnas vy
viceversa. Donde las ponderaciones son los valores originales de la matriz X.

Podemos diferenciar entre GH-biplot, JK-biplot y HJ-biplot:

- En el GH-biplot las columnas (las variables) aparecen bien representadas, pero la
calidad de representacién de las filas es muy baja. El GH-biplot también recibe el
nombre de CMP- biplot (Column Metric Preserving).

- En el JK-biplot conseguimos mejor calidad de representacion para las filas
(individuos) que para las columnas. Los marcadores filas coincidirdan con las
coordenadas de los individuos para las componentes principales. El JK-biplot
también recibe el nombre de RMP- biplot (Row Principal Normalization biplot).

- ElHJ-biplot tiene la ventaja de que se alcanza la maxima calidad de representacion
tanto para las filas como para las columnas de la matriz de datos?%7).
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Para el analisis de estos datos usamos el programa Multibiplot de la universidad de
Salamanca™®3),
En el grafico del biplot podemos interpretar:

1. los puntos (individuos, filas)

- podremos relacionar su posicion con respecto a otros individuos en relacion con cada
una de las variables y a todas en su conjunto.

2. los vectores (variables, columnas):

- La longitud del vector se corresponde con la variabilidad. A mayor longitud, la variable
tendra mas variabilidad.

- Los cosenos de los angulos entre vectores se corresponden con la correlacién de las
variables (figura 16). A menor angulo, mayor correlacion. Un dngulo recto indica que no
existe correlacion, las variables son independientes (Variables 1y 4 en la figura 16). Si las
variables se encuentran en el mismo cuadrante existird una correlacién positiva
(Variables 2 y 5 en la figura 16). Si las variables se encuentran en cuadrantes opuestos
estariamos ante una correlacién negativa (Variables 1y 3 en la figura 16)

- La aportacién de la variable al eje de coordenadas se mide por el angulo que forma el
vector con el eje. Amenor dngulo, mayor aportacion y mayor capacidad de discriminacion
de la variable en dicho eje (X 0 Y). En la figura 16 vemos que la variable 5 tiene gran
aportacion al eje Xy la variable 1 al eje Y.

Correlacion
Correlacién V3 nd3 i positiva
Nula: independen Var2
Ind2
® Ind4
V;
Var4
Correlacion
Va .
negativa

Figura 16. Correlaciones entre variables en un biplot. Adaptada de Biplot. MP Galindo Villarddn.
Departamento de Estadistica de la Universidad de Salamanca.

Tras la realizacidon del biplot se lleva a cabo un analisis de Cluster cuya idea es buscar
agrupaciones naturales sobre un conjunto de individuos. La caracteristica fundamental
del andlisis de cluster clasico es que todas las variables de estudio son consideradas al
mismo nivel, no existe una variable respuesta predeterminada.

Para llevar a cabo el andlisis de clister, es necesario tener en cuenta una serie de
cuestiones como cuales son las variables mas relevantes del estudio, cuantas variables
hemos de medir sobre cada elemento, las diferentes unidades de medida de las variables
y los diferentes tipos de variables. En nuestro caso al analizar las variables factores de
crecimiento (IGF1, IGFBP3, ALS vy sus indices) usaremos los valores medidos en SD para
poderlas comparar con facilidad.
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6. RESULTADOS

La muestra total estd compuesta por 1167 nifios, de los cuales 641 son varones y 526
mujeres. La mediana de edad de la muestra es de 9,3 afios con un rango intercuartilico
de 6,2-12,2 afios y el 75% de los nifios no habian empezado la pubertad (Tanner ).

De forma general, hemos dividido la muestra en tres grupos, un grupo control de nifios
sanos con talla normal, un grupo de muestras de pacientes con talla baja de distinta
etiologia sin tratamiento y un grupo de muestras de pacientes con talla baja que recibe
tratamiento con GHr. Los datos de la muestra se recogen en la tabla 3.

Talla baja sin Talla baja con
Grupo control : '
tratamiento tratamiento
Numero 446 355 336
Sexo (varéon/mujer) 267/179 181/174 193/143
Talla (SD) -0,06+ 1,03 -1,88+ 1,4 -1,75£ 1,02
Edad (afios) 7,7 (5,1-10,7) 9,3 (5,8-12,2) 11,1 (8,5-13,2)
Tanner | (%) 343 (77%) 342 (70,2%) 194 (57,7%)
Tanner | (varon/mujer) 222/121 186/156 124/70

Tabla 3: Datos descriptivos de la muestra total. La edad se expresa en mediana (rango intercuartilico, p25-
p75) y la talla en desviaciones estdndar (SD).

El grupo control esta formado por 446 pacientes sanos mayores de 2 afios con talla por
encima de -2SD, de edad gestacional igual o mayor de 36 semanas, peso y longitud de
recién nacido entre mayor de -2SD e IMC entre -2 y +2SD, todo ajustado a su sexo, edad
y edad gestacional segln el estudio de Carrascosa en Espafia en 2010118). Los datos
descriptivos de la muestra de nifios sanos y las correlaciones entre variables se recogen
en el anexo |.

Los datos de los pacientes de los grupos de talla baja con y sin tratamiento se detallan
mas adelante en los apartados 6.3 y 6.4.
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6.1. Estimacion de los modelos

Para realizar la estimacion de los modelos de normalidad para las distintas variables (ALS,
IGFBP3, IGF1, IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS), se usan los datos de los 446 nifios sanos con
talla normal cuya descripcion se encuentra en las tablas 4 y 5.

Ne Edad (afios) Talla (SD) LRN (SD)

Nifios 267 | 7,1(4,7/10,6) 0,06+0,99 0,19+ 0,93
Nifias 179 8,2 (6/10,9) 0,03+ 1,06 @ 0,11£0,91
Nifios prepuberales 222 6,4 (4,2/8,8) -0,01+ 0,97 0,19+ 0,91
Nifias prepuberales 121 6,8 (5,3/8,3) @ -0,06+ 01,08 -0,11+0,8

Tabla 4. Datos descriptivos de la muestra de nifios sanos con talla normal. La edad se expresa en mediana
(rango intercuartilico: p25/p75) y la talla y longitud de recién nacido (LRN) en desviaciones estdndar (SD).

P25: Percentil 25. P75: Percentil 75.
Inicialmente, se realiza un analisis descriptivo de la muestra de nifios sanos (anexo 1).

1. Se describen las caracteristicas de la muestra.

2. Se comprueba que todas las variables (ALS, IGF1, IGFBP3, IGF1/IGFBP3 e
IGFBP3/ALS) siguen una distribuciéon no normal.

3. Se demuestra que las ALS, IGF1, IGFBP3 e IGF1/IGFBP3 presentan valores
diferentes segun el sexo y el inicio o no de pubertad (p<0,01). En cuanto
al indice IGFBP3/ALS no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas entre sexos, pero si entre nifios prepuberales y puberales.

ALS IGFBP3 IGF1 IGF1/IGFBP3  IGFBP3/ALS
(mU/ml) (1g/ml) (ng/ml) molar molar
Nifios 1413 4,2 127,5 11,3 1,72
(1102/1846) = (3,4/5,2)  (81/207) (8/16) (1,5/2,02)
Nifias 1697 5 191,2 14,4 1,69
(1404/2059) | (4,1/5,7) (125/271) (10,4/19,5) (1,44-2,02)
Nifos 1342 4,1 108,5 10,2 1,73
prepuberales  (1054/1623) (3,3/4,8) = (77/170) (7,5/14,3)  (1,54/2,05)
Nifas 1580 4,6 153,5 12,8 1,67
prepuberales | (1332/1890) | (3,9/5,3) @ (112/204) (9,9/16,6) (1,46/1,97)
p 0,00 0,00 0,00 0,00 >0,05

Tabla 5. Datos descriptivos de las variables en los nifios sanos con talla normal expresados en mediana
(rango intercuartilico: p25/p75). ALS: Subunidad dcido labil. IGFBP3: Proteina de unién al factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 3. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. P25:
Percentil 25. P75: Percentil 75.

Teniendo en cuenta estos resultados, se dividen los modelos por apartados para cada

variable separados por sexo y estadio puberal. Tras esto, se generan graficas distintas
para nifios, nifias, niflos prepuberales y nifias prepuberales.
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Se analizan las distintas familias GAMLSS (1°6) de distribucidn de acuerdo con GAIC (k=3)
tal y como se describe en el anexo lll.

Tras el andlisis, se elige la distribucién con el menor GAIC (tabla 6) y se generan las graficas
de normalidad para cada variable.

Gru_po de Modelo  GAIC mu sigma nu tau
pacientes
Nifios BCPEo 4036 Log Log Identity Log
Nifas BCCG 2644 ldentity Log  Identity -
Nifios
ALS | i L
SeamEls BCPEo 3256 Log Log dentity og
Nifias . .
Sl BCT 1759 Identity = Log Identity Log
Nifios BCCG 912 Identity Log  Identity -
Nifas BCT 594  Identity @ Log Identity Log
IGFBP3 Nifos BCCG 697 Identity Log Identity -
prepuberales
Nifias
L L | i L
ek BCTo 379 og og dentity og
Nifios BCPEo 3106 Log Log Identity Log
Nifas BCCG 2100 Identity Log Identity -
IGF1 Nifios BCCG 2454 Identity Llog Identity -
prepuberales
Nifias . .
Sl BCCG 1333 Identity Log Identity -
Nifios BCCGo 1705 Log Log Identity -
Nifias BCTo 1162 Log Log Identity Log
IGF1/IGFBP3 [ INO 1314 Identity Log _ -
prepuberales
Nifias
L denti -
ek BCCGo 684 Log og dentity
Nifios BCPEo 329 Log Log Identity Log
Nifas BCTo 246 Log Log Identity Log
Nifios
IGFBP3/ALS | i L
/ P e e BCPEo 260 Log Log dentity og
Nifias :
Sl BCCGo 139 Log Log  Identity -

Tabla 6. Modelos elegidos para generar las grdficas de percentiles de cada variable. GAIC: Criterio de
informacion generalizada de Akaike.

En los siguientes apartados se describen los modelos estadisticos utilizados para generar
las graficas de normalidad para cada variable (ALS, IGFBP3, IGF1, IGF1/IGFBP3 e
IGFBP3/ALS) y grupo (nifios, nifias, nifios prepuberales y nifias prepuberales).

Dentro de cada grupo, se analiza la calidad del modelo mediante wormplot, graficos Q-Q

y anadlisis de residuos. Tras comprobar el buen ajuste del modelo elegido, se procede a la
realizacién de la grafica de normalidad correspondiente.
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1.ALS

1.A. ALS en nihos:

MODELO:

Se analizan las distintas familias de distribucion de acuerdo con GAIC (k=3) y se observa
gue el GAIC es practicamente igual para todas las distribuciones (anexo lll) por lo que
todas ajustarian mdas o menos bien. Se elige el modelo BCPEo (Box-Cox Power
Exponential-orig) con un GAIC de 4036.

CALIDAD DEL MODELO

El wormplot, el analisis de residuos y el grafico Q-Q nos muestran un buen ajuste del
modelo.

Figura 17.  Wormplot de
residuos de ALS en nifios.

El wormplot (figura 17)

) . revela el 100% de los

§ f valores observados
: b dentro del IC 95%.

Deviation

-0.5

Unit normal quantile

RESUMEN RESIDUOS ALS EN NINOS

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-0,0002 1,0006 0,014 2,996 0,998

Vemos como la media y la asimetria se acercan a 0 y la varianza y el coeficiente de
correlacion tienden a 1, lo cual indica un buen ajuste del modelo ya que no observamos
desviacion entre los valores observados y los tedricos. En el grafico Q-Q (figura 18)
también observamos los puntos observados dentro de la linea tedrica.

Normal Q-Q Plot

|

Sample Quantiles

Theoretical Quantiles

Figura 18. Grdfico Q-Q de residuos de ALS en nifios.



GRAFICA DE PERCENTILES

Tras llevar a cabo la modelizacion con el paquete GAMLSS de R, se realiza la grafica de
percentiles (figura 19).

Se observa que los niveles de ALS aumentan con la edad, con una pendiente de aumento
de mas pronunciada en la etapa puberal, a partir de los 10 afios.

Centile curves using BCPEo
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Figura 19. Valores normales para la subunidad dcido Iabil (ALS) en nifios en mU/ml. Linea azul

correspondiente a los valores del percentil 3-10y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil
25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacidn O del Z-Score, percentil 50.

1.B. ALS en nihas:

MODELO

Tras analizar las distintas familias de distribucion se observa que el GAIC es practicamente
igual para todas las distribuciones por lo que todas ajustarian mas o menos bien (anexo
l11). Se elige el modelo BCCG (Box-Cox-Cole-Green) con un GAIC de 2644.

CALIDAD DEL MODELO

El wormplot y el resumen de residuos nos confirman un buen ajuste del modelo.
El grafico Q-Q también nos confirma un buen ajuste del modelo, con menos fiabilidad en
los percentiles extremos.

RESUMEN RESIDUOS ALS EN NINAS

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-0,0037 1,006 0,036 3,385 0,995
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Figura 20. Wormplot de
residuos de ALS en nifias.

Deviation

El wormplot (figura 20)
revela el 100% de los

y % valores observados dentro
. | ! — ‘ del IC 95%.

Unit normal quantile

Los valores de los residuos centrales tienden a 0 y la varianza y el coeficiente de
correlacion se acercan a uno como corresponde a un modelo con buen ajuste.

El grafico Q-Q (figura 21) también nos muestra la mayoria de los puntos observados sobre
la linea tedrica.

Normal Q-Q Plot
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Sample Quantiles

Theoretical Quantiles

Figura 21. Grdfico Q-Q de residuos de ALS en nifias.

GRAFICA DE PERCENTILES

Tras llevar a cabo la modelizacién con el pagquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de
percentiles para los valores de ALS en nifias (figura 22).

En la grafica de percentiles observamos un aumento constante de los niveles de ALS
relacionado con la edad. Entre los 8 y los 12 afios se observa una mayor amplitud entre
el p3yelp97.
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Centile curves using BCCG
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Figura 22. Valores normales para la subunidad dcido Iabil (ALS) en nifias en mU/ml. Linea azul
correspondiente a los valores del percentil 3-10y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil
25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacidn O del Z-Score, percentil 50.

1.C. ALS en nifios prepuberales

MODELO

Se analizan las distintas familias de distribucion de acuerdo con GAIC (k=3) y todas las
distribuciones se ajustarian mas o menos bien ya que el GAIC es practicamente igual
(anexo ll1).

Se elige el modelo BCPEo (Box-Cox Power Exponential-orig) con un GAIC de 3256.

CALIDAD DEL MODELO

Se analiza la calidad de modelo y se observa que el wormplot, el resumen de residuos y
el grafico Q-Q nos confirman un buen ajuste del modelo.

7 Figura 23.  Wormplot de
’ residuos de ALS en nifios
prepuberales.

v
=}

El wormplot (figura 23)
) . revela el 100% de los
valores observados
' } dentro del IC 95%.

Deviation

-0.5
|

Unit normal quantile

65



RESUMEN RESIDUOS ALS EN NINOS PREPUBERALES

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-0,0009 1,006 0,007 2,913 0,999

Vemos que el modelo es correcto ya que no observamos desviacién entre los valores
observados vy los tedricos en el resumen de residuos, con las mediciones de tendencia
central cercanas a Oy la varianza y el coeficiente de correlacidn cercanos a 1.

Observamos también de forma grafica en el grafico Q-Q (figura 24) como los valores
observados se sitlan sobre la linea tedrica.
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Figura 24. Grdfico Q-Q de residuos de ALS en nifios prepuberales.

GRAFICA DE PERCENTILES
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Figura 25. Valores normales para la subunidad dcido Idbil (ALS) en nifios prepuberales en mU/ml. Linea azul
correspondiente a los valores del percentil 3-10y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil
25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion O del Z-Score, percentil 50.

Se dibuja la gréfica de percentiles (figura 25) tras llevar a cabo la modelizacion con el
paguete GAMLSS de R. En los pacientes prepuberales los valores de ALS aumentan con la
edad siendo el incremento practicamente constante, sin cambios en la pendiente.
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1.D. ALS en nifias prepuberales

MODELO

GAIC es practicamente igual para todas las distribuciones (anexo lll) y se elige el modelo
BCT (Box-Cox t) con un GAIC de 1759.

CALIDAD DEL MODELO

El wormplot, el resumen de residuos y el grafico Q-Q nos confirman un buen ajuste del
modelo.

o 1 % Figura 26. Wormplot de
E : residuos de ALS en nifias
© i prepuberales.

e

§ =K e = OOW% T El wormplot (figura 26)
18 o A B ! T e revela el 100% de los
N o | \ valores observados
<] 7 | dentro del IC 95%.

Unit normal quantile

RESUMEN RESIDUOS ALS EN NINAS PREPUBERALES

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-0,013 1,017 -0,166 2,782 0,997

El andlisis de residuos revela que estamos ante un buen modelo, aunque en este caso la
asimetria se desvia un poco mas de O.

En el grafico Q-Q (figura 27) encontramos la mayoria de los puntos sobre la linea tedrica,
separandose un poco mas los valores extremos.
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Figura 27. Grdfico Q-Q de residuos de ALS en nifias prepuberales.
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GRAFICA DE PERCENTILES

Tras llevar a cabo la modelizacién con el pagquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de
percentiles (figura 28). Al igual que ocurria en los nifios prepuberales, observamos que
en las nifias en estadio de Tanner | los valores de ALS aumentan con la edad siendo el
incremento practicamente constante, sin cambios en la pendiente.

Centile curves using BCT
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Figura 28. Valores normales para la subunidad dcido Iabil (ALS) en nifias prepuberales en mU/ml. Linea azul
correspondiente a los valores del percentil 3-10y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil
25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion O del Z-Score, percentil 50.

2. IGFBP3

2.A. IGFBP3 en nifios:

MODELO

Tras el analisis de GAIC se observa que este coeficiente practicamente igual para todas
las distribuciones (anexo lll). Se elige el modelo BCCG (Box-Cox-Cole-Green) con un GAIC
de 912.

CALIDAD DEL MODELO

El wormplot (figura 29), el resumen de residuos y el grafico Q-Q (figura 30) nos confirman
un buen ajuste del modelo.

RESUMEN RESIDUOS IGFBP3 EN NINOS

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
0,0002 1,004 0,009 3,309 0,998
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El resumen de residuos con los indices cercanos al valor esperado nos muestra la bondad

del modelo.

El wormplot (figura 29) revela el 100% de los valores observados dentro del IC 95%.

0.5

Deviation

Unit normal quantile

Figura 29. Wormplot de residuos de IGFBP3 en nifios.

GRAFICA DE PERCENTILES
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Figura 30. Grdfico Q-Q de residuos de IGFBP3
en nifios.

Tras llevar a cabo la modelizacion con el paquete GAMLSS de R, se realiza la grafica de
percentiles (figura 31). Se observa que los niveles de IGFBP3 en varones aumentan de

forma més o menos constante con la edad.
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Figura 31. Valores normales para la proteina de unidn al factor de crecimiento de insulina nimero 3
(IGFBP3) en nifios en ug/ml. Linea azul correspondiente a los valores del percentil 3-10 y 90-97; linea
purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion

0 del Z-Score, percentil 50.
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2.B. IGFBP3 en nifias:

MODELO

Se elige el modelo BCT (Box-Cox t) con un GAIC de 594, tras comprobar que el GAIC es
practicamente igual para todas las distribuciones (anexo Ill).

CALIDAD DEL MODELO

El wormplot, el resumen de residuos y el grafico Q-Q nos confirman un buen ajuste del
modelo.

: j Figura 32. Wormplot de
o 1 residuos de IGFBP3 en nifias.

0
o

El wormplot (figura 32)
revela el 100% de los
valores observados
dentro del IC 95%.

Deviation

-0.5
L

Unit normal quantile

RESUMEN RESIDUOS IGFBP3 EN NINAS

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-0,0162 0,994 -0,053 2,694 0,996

El andlisis de residuos confirma que hemos elegido un buen modelo, aunque la kurtosis
y la asimetria difieren en este caso un poco mas de lo esperado.

En el grafico Q-Q (figura 33) confirmamos que los valores extremos se despegan un poco
mas de la linea tedrica.

Normal Q-Q Plot
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Figura 33. Grdfico Q-Q de residuos de IGFBP3 en nifias.



GRAFICA DE PERCENTILES

Se dibuja la grafica de percentiles (figura 34) mediante modelizacidon con el paquete
GAMLSS de R. En la grafica de los niveles de IGFBP3 en nifias se observa un incremento
de | os niveles con la edad, con mas variabilidad entre los 2 y los 6 afios y en época puberal
(entre los 10y 14 afios).
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Figura 34. Valores normales para la proteina de unidn al factor de crecimiento de insulina nimero 3
(IGFBP3) en nifias en ug/ml. Linea azul correspondiente a los valores del percentil 3-10 y 90-97; linea
purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion
0 del Z-Score, percentil 50.

2.C. IGFBP3 en nifios prepuberales

MODELO
Se elige el modelo BCCG (Box-Cox-Cole-Green) con un GAIC de 697 (anexo llI).

CALIDAD DEL MODELO

Normal Q-Q Plot
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Figura 35. Grdfico Q-Q de residuos de IGFBP3 en nifios prepuberales.
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El resumen de residuos, el wormplot y el grafico Q-Q confirman un buen ajuste del
modelo.

En este caso los residuos también se acercan al valor esperado y los puntos observados
en el grafico Q-Q (figura 35) se sitlan sobre la linea tedrica.

RESUMEN RESIDUOS IGFBP3 EN NINOS PREPUBERALES

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
0,0005 1,005 -0,005 3,279 0,998

El wormplot (figura 36) revela el 100% de los valores observados dentro del IC 95%.

Deviation

Figura 36. Wormplot de
residuos de IGFBP3 en nifios

prepuberales.
| I | [ I
4 2 0 2 4
Unit normal quantile
GRAFICA DE PERCENTILES
Centile curves using BCCG
N
o 4
& ®
03]
(T
Q © A
. ///
ol
T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Edad

Figura 37. Valores normales para la proteina de union al factor de crecimiento de insulina nimero 3
(IGFBP3) en nifios prepuberales en ug/ml. Linea azul correspondiente a los valores del percentil 3-10 y 90-
97, linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al valor de la
puntuacidn 0 del Z-Score, percentil 50.

Tras llevar a cabo la modelizacién con el paquete GAMLSS de R, se dibuja la grafica de
percentiles (figura 37). Se observa que los niveles de IGFBP3 en nifios prepuberales
aumentan de forma mas o menos constante con la edad.
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MODELO

2.D. IGFBP3 en nifas prepuberales

Tras analizar las distintas familias de distribucién se observa que GAIC es practicamente
igual para todas las distribuciones (anexo Ill) y se elige el modelo BCTo (Box-Cox-t-orig)
con un GAIC de 379.

CALIDAD DEL MODELO

El grafico Q-Q y el resumen de residuos nos muestran un buen ajuste del modelo. En el
wormplot vemos que los valores se alejan de la linea central, pero todos se encuentran
dentro del intervalo de confianza del 95%.
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Figura 38. Wormplot de residuos
de IGFBP3 en nifias prepuberales.

El wormplot (figura 38)
revela el 100% de los
valores observados dentro
del IC 95%, aunque los
valores se alejan de la linea
central (0).

RESUMEN RESIDUOS IGFBP3 EN NINAS PREPUBERALES

Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben

Media
-0,015

Varianza
1,003

Asimetria

-0,006

2,727

0,995

En el caso de los niveles de IGFBP3 en nifias prepuberales también se observa que los
residuos de las medidas de tendencia central tienden a 0 y los residuos de la varianza y
el coeficiente de correlacidn se acercan a 1, confirmando la bondad del ajuste.

Sample Quantiles
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Figura 39. Grdfico Q-Q de residuos de IGFBP3 en nifias prepuberales.

En el grafico Q-Q (figura 39) vemos como la mayoria de los puntos se situan encima de la
linea tedrica y solo se separan levemente en los datos extremos.

73



GRAFICA DE PERCENTILES

Tras llevar a cabo la modelizacién con el pagquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de
percentiles (figura 40). En las nifias prepuberales se observa un nivel de IGFBP3
practicamente constante desde los 2 a los 12 afios, con mayor amplitud en los percentiles
extremos entre los 2 y los 6 afios y a partir de los 10 afios.

Centile curves using BCTo
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Figura 40. Valores normales para la proteina de unidén al factor de crecimiento de insulina nimero 3
(IGFBP3) en nifias prepuberales en ug/ml. Linea azul correspondiente a los valores del percentil 3-10 y 90-
97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al valor de la
puntuacion 0 del Z-Score, percentil 50.

3.IGF1

3.A. IGF1 en nihos:

MODELO

Se analizan las distintas familias de distribucion encontrando que el GAIC es
practicamente igual para todas las distribuciones (anexo Ill).

Se elige el modelo BCPEo (Box-Cox Power Exponential-orig) con un GAIC de 3106.
CALIDAD DEL MODELO

El resumen de residuos nos muestra un buen ajuste del modelo. El grafico Q-Q vy el

wormplot nos muestran también un buen ajuste, excepto en los valores extremos donde
vemos que las mediciones se alejan de la linea central.
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: ! Figura 41. Wormplot de residuos
i 1 % de IGF1 en nifios.
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Deviation

Unit normal quantile

El wormplot (figura 41) revela el 100% de los valores observados dentro del IC 95%,
aungue los valores extremos se alejan de la linea central.

RESUMEN RESIDUOS IGF1 EN NINOS

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
0,012 1,004 -0,004 3,054 0,997

Los datos de los residuos y la representacion grafica mediante Q-Q (figura 42) confirman
la calidad del ajuste del modelo elegido.
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Figura 42. Grdfico Q-Q de residuos de IGF1 en nifios
GRAFICA DE PERCENTILES

Tras llevar a cabo la modelizacién con el paquete GAMLSS de R, se dibuja la grafica de
percentiles (figura 43). Observamos que los niveles de IGF1 en varones aumentan de
forma constante con la edad, siendo la pendiente mas pronunciada en época puberal, a
partir de los 10 afios.
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Centile curves using BCPEo
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Figura 43. Valores normales para la proteina de unidn al factor de crecimiento de insulina tipo 1 (IGF1) en
nifios en ng/ml. Linea azul correspondiente a los valores del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura
correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion O del Z-
Score, percentil 50.

3.B. IGF1 en ninas:

MODELO

Tras analizar las distintas opciones para los valores de IGF1 en nifias (anexo lll), se elige
el modelo BCCG (Box-Cox-Cole-Green) con un GAIC de 2100.

CALIDAD DEL MODELO

El resumen de residuos, el wormplot y el grafico Q-Q nos confirman un buen ajuste del
modelo.

¢ ! 2 Figura 44. Wormplot de
@ 4 residuos de IGF1 en nifias.
g S s e;-@&% . 9———7(; ———————— El wormplot (figura 44)
a L revela el 100% de los
3 ! valores observados
| N dentro del IC 95%.
[ I 1 | I

Unit normal quantile

RESUMEN RESIDUOS IGF1 EN NINAS

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
0,002 1,006 0,007 2,978 0,997
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Los datos de los residuos y el grafico Q-Q (figura 45) reflejan un ajuste del modelo
practicamente perfecto.

Normal Q-Q Plot
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Figura 45. Grdfico Q-Q de residuos de IGF1 en nifias.
GRAFICA DE PERCENTILES
Se dibuja la grafica de percentiles (figura 46) mediante modelizacidon con el paquete

GAMLSS de R. En la grafica observamos que los niveles de IGF1 en nifias aumentan de
forma constante con la edad, no existiendo variaciones llamativas en la pendiente.
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Figura 46. Valores normales para la proteina de unidn al factor de crecimiento de insulina tipo 1 (IGF1) en
nifias en ng/ml. Linea azul correspondiente a los valores del percentil 3-10 y 90-97; linea plrpura
correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion 0O del Z-
Score, percentil 50.
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3.C. IGF1 en ninos prepuberales

MODELO

Se analizan las distintas familias de distribucién (anexo Il1) y se elige el modelo BCCG (Box-
Cox-Cole-Green) con un GAIC de 2454,

CALIDAD DEL MODELO
El resumen de residuos y el grafico Q-Q (figura 48) nos confirman un buen ajuste del

modelo. EI wormplot (figura 47) revela que la mayoria de los valores observados se
encuentra dentro del IC 95% aunque el ajuste es de menos calidad que los previos.

Figura 47. Wormplot de
o residuos de IGF1 en nifios
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A RS B sl prepuberales.

Deviation

Unit normal quantile

RESUMEN RESIDUOS IGF1 EN NINOS PREPUBERALES

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-0,0005 1,004 -0,013 2,419 0,995

Vemos como la media y la varianza se ajustan al nivel esperado de forma casi perfecta.
Ademas, los residuos de asimetria, el coeficiente de correlaciéon y el grafico Q-Q (figura
48) también representan una buena calidad de ajuste para el modelo elegido.
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Figura 48. Grdfico Q-Q de residuos de IGF1 en nifios prepuberales.



GRAFICA DE PERCENTILES

Tras llevar a cabo la modelizacién con el pagquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de
percentiles (figura 49). En la grafica observamos que los niveles de IGF1 en nifios
prepuberales son menores y aumentan de forma constante con la edad, no existiendo
variaciones llamativas en la pendiente.
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Figura 49. Valores normales para la proteina de unidn al factor de crecimiento de insulina tipo 1 (IGF1) en
nifios prepuberales en ng/ml. Linea azul correspondiente a los valores del percentil 3-10 y 90-97; linea
purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion
0 del Z-Score, percentil 50.

3.D. IGF1 en nihas prepuberales

MODELO
Se elige el modelo BCCG (Box-Cox-Cole-Green) con un GAIC de 1333 (anexo llI).
CALIDAD DEL MODELO

El wormplot (figura 50), el resumen de residuos y el grafico Q-Q (figura 51) nos confirma
un buen ajuste del modelo.

RESUMEN RESIDUOS IGF1 EN NINAS PREPUBERALES

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-0,0001 1,009 -0,010 2,629 0,996

Los residuos del modelo se acercan al valor esperado y, graficamente, todos los valores
observados se colocan sobre la linea tedrica.

El wormplot (figura 50) revela el 100% los valores observados dentro del IC 95%.
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Figura 50. Wormplot de residuos de IGF1 en nifias prepuberales.
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Figura 51. Grdfico Q-Q de residuos de IGF1 en nifias prepuberales.

GRAFICA DE PERCENTILES

Centile curves using BCCG
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Figura 52. Valores normales para la proteina de unidn al factor de crecimiento de insulina tipo 1 (IGF1) en
nifias prepuberales en ng/ml. Linea azul correspondiente a los valores del percentil 3-10 y 90-97; linea
purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion
0 del Z-Score, percentil 50.
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Tras llevar a cabo la modelizacién con el pagquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de
percentiles (figura 52). En la grafica observamos que los niveles de IGF1 en nifias
prepuberales son similares a los niveles en nifios prepuberales y aumentan de forma
constante con la edad, no existiendo variaciones llamativas en la pendiente.

4. INDICE IGF1/IGFBP3 molar:

4.A. IGF1/IGFBP3 en nifios:

MODELO

Se analizan las distintas familias de distribucién de acuerdo con GAIC (k=3). GAIC es
practicamente igual para todas las distribuciones por lo que todas ajustarian mas o
menos bien (anexo Il1). Se elige el modelo BCCGo (Box-Cox-Cole-Green-orig) con un GAIC
de 1705.

CALIDAD DEL MODELO

Al analizar la calidad del modelo, el grafico Q-Q, el resumen de residuos y el wormplot
nos confirman un buen ajuste, con menor fiabilidad en los valores extremos elevados. El
wormplot (figura 53) revela el 100% de los valores observados dentro del IC 95% aunque
en valores extremos elevados el modelo ajusta peor
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Unit normal quantile

Figura 53. Wormplot de residuos de IGF1/IGFBP3 en nifios.
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Figura 54. Grdfico Q-Q de residuos de IGF1/IGFBP3 en nifios.
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En la representacién grafica de la bondad del ajuste, dibujada mediante un grafico Q-Q
(figura 54), se observa como la mayoria de los puntos observados se colocan sobre el
nivel tedrico esperado. Los residuos también muestran un ajuste practicamente perfecto.

| RESUMENRESIDUOS IGF1/IGFBP3ENNINOS

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-4,06e-05 1,004 -0,007 3,001 0,998

GRAFICA DE PERCENTILES

Se realiza la modelizacién de la gréfica de percentiles (figura 55) con el paquete GAMLSS
del programa R.

En la gréfica observamos que los niveles del indice IGF1/IGFBP3 molar en varones
aumentan de forma constante con la edad, siendo la pendiente mas pronunciada en
época puberal, a partir de los 10 afios.

Centile curves using BCCGo

o
wn
o
mC)
2 &
O
- o _|
L o
O
o _|
o -
T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16
Edad

Figura 55. Valores normales para la relacion molar IGF1/IGFBP3 en nifios. Linea azul correspondiente a los
valores del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra
correspondiente al valor de la puntuacidn 0 del Z-Score, percentil 50.

4.B. IGF1/IGFBP3 en nifias:

MODELO

Se elige el modelo BCTo (Box-Cox-t-orig) con un GAIC de 1162 tras llevar a cabo el andlisis
de las distintas opciones con un GAIC (k=3) disponible en el anexo Ill.
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CALIDAD DEL MODELO

El andlisis de la calidad del modelo revela un buen ajuste.

Figura 56. Wormplot de
residuos de IGF1/IGFBP3 en
nifias.

0.5
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Deviation

El wormplot (figura 56)
revela el 100% de los
: | valores observados
I ' I ' l dentro del IC 95%

aunque vemos algunos
Unit normal quantile outliers.

RESUMEN RESIDUOS IGF1/IGFBP3 EN NINAS

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-4,06e-05 1,004 -0,007 3,001 0,998

Confirmamos como los valores de los residuos se aproximan al valor tedrico esperado
para una buena calidad del ajuste. Lo cual también queda representado en el grafico Q-
Q (figura 57) donde los valores observados se sitlan sobre la linea de los esperados.
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Figura 57. Grdfico Q-Q de residuos de IGF1/IGFBP3 en nifias.
GRAFICA DE PERCENTILES

Tras llevar a cabo la modelizacién con el pagquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de
percentiles (figura 58). En nifias se observa un aumento practicamente constante de los
niveles del indice IGF1/IGFBP3 molar, si cambios en la pendiente.
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Centile curves using BCTo
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Figura 58. Valores normales para la relacion molar IGF1/IGFBP3 en nifias. Linea azul correspondiente a los

valores del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra
correspondiente al valor de la puntuacidn 0 del Z-Score, percentil 50.

4.C. IGF1/IGFBP3 en nifios prepuberales

MODELO

En los nifios prepuberales, se elige el modelo LNO (Box-Cox) con un GAIC de 1314 para
modelizar los niveles de IGF1/IGFBP3 (anexo Ill).

CALIDAD DEL MODELO

El grafico Q-Q vy el resumen de residuos revelan un buen ajuste del modelo elegido. El
wormplot nos muestra algunos outliers en valores extremos, pero en lineas generales
también muestra un buen ajuste.

RESUMEN RESIDUOS IGF1/IGFBP3 EN NINOS PREPUBERALES

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-0,002 1,005 0,057 3,205 0,997

La mayoria puntos de los valores observados se colocan sobre la linea de los valores
esperados en el grafico Q-Q (figura 60), informandonos de la buena calidad del modelo
elegido. Dato que confirman también los valores del resumen de residuos cercanos a 0
en las medidas de tendencia central y a 1 en varianza y coeficiente de correlacion.

El wormplot (figura 59) revela el 100% de los valores observados dentro del IC 95%
aungue vemos algunos outliers.
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Figura 59. Wormplot de

residuos de IGF1/IGFBP3 en nifios prepuberales.

Normal Q-Q Plot

Sample Quantiles
-3 0 3
NN
b

Theoretical Quantiles

Figura 60. Grdfico Q-Q de residuos de IGF1/IGFBP3 en nifios prepuberales.

GRAFICA DE PERCENTILES
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Figura 61. Valores normales para la relacion molar IGF1/IGFBP3 en nifios prepuberales. Linea azul
correspondiente a los valores del percentil 3-10y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil
25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion O del Z-Score, percentil 50.
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Tras llevar a cabo la modelizacién con el pagquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de
percentiles (figura 61). En la gréfica observamos que los niveles del indice IGF1/IGFBP3
molar se elevan suavemente con la edad en nifios prepuberales.

4.D. IGF1/IGFBP3 en nifias prepuberales

MODELO

Tras analizar las distintas familias, con un GAIC de 684 (anexo lll), se elige el modelo
BCCGo (Box-Cox-Cole-Green-orig)

CALIDAD DEL MODELO
El grafico Q-Q (figura 63) y el resumen de residuos muestran un buen ajuste. Ademas, el

wormplot (figura 62) revela el 100% de los valores observados dentro del IC 95% aunque
vemos algunos outliers alejados de la linea central.
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Figura 62. Wormplot de residuos de IGF1/IGFBP3 en nifias prepuberales.
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Figura 63. Grdfico Q-Q de residuos de IGF1/IGFBP3 en nifias prepuberales.

RESUMEN RESIDUOS IGF1/IGFBP3 EN NINAS PREPUBERALES

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
8,2e-0,5 1,009 0,047 3,320 0,993
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Los datos del resumen de residuos nos informan de un buen ajuste. Ademas, el grafico
Q-Q (figura 63) nos confirma un buen ajuste del modelo excepto en valores extremos
mas alla de £2 desviaciones estandar.

GRAFICA DE PERCENTILES
Tras llevar a cabo la modelizacién con el pagquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de

percentiles (figura 64). En la grafica observamos que los niveles del indice IGF1/IGFBP3
molar se mantienen practicamente constantes en las nifias prepuberales.
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Figura 64. Valores normales para la relacion molar IGF1/IGFBP3 en nifias prepuberales. Linea azul
correspondiente a los valores del percentil 3-10y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil
25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacidn O del Z-Score, percentil 50.

5. [NDICE IGFBP3/ALS molar

5.A. IGFBP3/ALS en nifos:

MODELO

Tras analizar las distintas familias de distribucion de acuerdo con GAIC (k=3), se observa
que el GAIC es practicamente igual para todas las distribuciones (anexo Ill) por lo que
todas ajustarian mdas o menos bien. Se elige el modelo BCPEo (Box-Cox Power
Exponential-orig) con un GAIC de 329.

CALIDAD DEL MODELO

El analisis de calidad de modelo revela un buen ajuste tanto en el wormplot (figura 65),
como en el resumen de residuos y el grafico Q-Q (figura 66).
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% Figura 65. Wormplot de
g residuos de IGFBP3/ALS en
nifios.
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El wormplot revela el
100% de los valores
observados dentro del IC
95%

Deviation

-0.5
|

Unit normal quantile

RESUMEN RESIDUOS IGFBP3/ALS EN NINOS

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
0,021 1,004 -0,007 2,800 0,998

Como en los modelos anteriores, en este caso también observamos que los residuos se
acercan al nivel esperado, confirmando la bondad del ajuste. Esta bondad también es

visible de forma gréfica en la representacion Q-Q (figura 66).
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Figura 66. Grdfico Q-Q de residuos de IGFBP3/ALS en nifios.

GRAFICA DE PERCENTILES

Tras llevar a cabo la modelizacién con el paquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de
percentiles para IGFBP3/ALS en nifios (figura 67). Observamos que los niveles del indice
IGFBP3/ALS molar en los nifios se mantienen practicamente constantes con la edad e
incluso disminuyen un poco a partir de los 10 afios.



Centile curves using BCPEo
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Figura 67. Valores normales para la relacion molar IGFBP3/ALS en nifios. Linea azul correspondiente a los
valores del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra
correspondiente al valor de la puntuacion 0 del Z-Score, percentil 50.

5.B. IGFBP3/ALS en nifias:

MODELO

Se comprueba que el menor GAIC corresponde al modelo BCTo (Box-Cox-t-orig), con un
GAIC de 246 (anexo lI).

CALIDAD DEL MODELO

7 Figura 68. Wormplot de
4 residuos de |IGFBP3/ALS en
2 nifias.

El wormplot (figura 68)
revela el 100% de los

| . valores observados
2 | dentro del IC 95%

Deviation

Unit normal quantile

RESUMEN RESIDUOS IGFBP3/ALS EN NINAS

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
0,016 0,986 -0,049 2,889 0,998

El resumen de residuos y el grafico Q-Q (figura 69) también nos confirma un buen ajuste
del modelo.
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Figura 69. Grdfico Q-Q de residuos de IGFBP3/ALS en nifias.

GRAFICA DE PERCENTILES

Se dibuja la grafica de percentiles (figura 70) mediante modelizaciéon con el paquete
GAMLSS de R. Observamos que los niveles del indice IGFBP3/ALS molar se mantienen
practicamente constantes con la edad en las nifias, con mayor variabilidad a partir de los
10 afios.
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Figura 70. Valores normales para la relacion molar IGFBP3/ALS en nifias. Linea azul correspondiente a los
valores del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra
correspondiente al valor de la puntuacion 0 del Z-Score, percentil 50.

5.C. IGFBP3/ALS en nifios prepuberales

MODELO

Tras realizar el pertinente andlisis, se elige el modelo BCPEo (Box-Cox Power Exponential-
orig), con un GAIC de 260 (anexo lI).
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CALIDAD DEL MODELO

Tanto el resumen de residuos como las representaciones graficas de la calidad (wormplot
y grafico Q-Q) nos muestran la buena calidad del ajuste del modelo elegido.

Figura 71. Wormplot de
residuos de IGFBP3/ALS en
nifios prepuberales.

0.5
I

Deviation

El wormplot (figura 71)
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RESUMEN RESIDUOS IGFBP3/ALS EN NINOS PREPUBERALES

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
0,03 1,005 -0,009 2,765 0,998

El resumen de residuos y el grafico Q-Q (figura 72) nos confirman un buen ajuste del
modelo con los valores observados cercanos a los esperados.
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Figura 72. Grdfico Q-Q de residuos de IGFBP3/ALS en nifios prepuberales.
GRAFICA DE PERCENTILES
Tras llevar a cabo la modelizacién con el pagquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de

percentiles (figura 73). En la grafica de nifios prepuberales también observamos que los
niveles del indice IGFBP3/ALS molar se mantienen practicamente constantes con la edad
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Centile curves using BCPEo
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Figura 73. Valores normales para la relacion molar IGFBP3/ALS en nifios prepuberales. Linea azul
correspondiente a los valores del percentil 3-10y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil
25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion O del Z-Score, percentil 50.

5.D. IGFBP3/ALS en nifias prepuberales

MODELO

Se elige la mejor opcidn para los niveles de IGFBP3/ALS en nifias prepuberales, el modelo
BCCGo (Box-Cox-Cole-Green-orig), con un GAIC de 139 (anexo Ill).

CALIDAD DEL MODELO

El wormplot (figura 74), el grafico Q-Q (figura 75) y el resumen de residuos nos muestran
un buen ajuste del modelo.

- Figura 74. Wormplot de

= } residuos de IGFBP3/ALS en
& . ‘ . nifias prepuberales.
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Unit normal quantile

RESUMEN RESIDUOS IGFBP3/ALS EN NINAS PREPUBERALES

Media Varianza Asimetria Kurtosis Coeficiente correlacion Filliben
-0,03 0,999 0,105 3,184 0,996
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En este Ultimo modelo también se confirma la buena calidad del ajuste representada por
unos valores de residuos y cercanos a los esperados y un grafico Q-Q (figura 75) con los
valores observados ajustados a los tedricos.
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Figura 75. Grdfico Q-Q de residuos de IGFBP3/ALS en nifias prepuberales.

GRAFICA DE PERCENTILES
Tras llevar a cabo la modelizacién con el pagquete GAMLSS de R, se dibuja la gréafica de

percentiles (figura 76). Observamos que los niveles del indice IGFBP3/ALS molar se
mantienen practicamente constantes entre 1y 3 en las nifias prepuberales.
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Figura 76. Valores normales para la relacion molar IGFBP3/ALS en nifias prepuberales. Linea azul
correspondiente a los valores del percentil 3-10y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil
25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacidn O del Z-Score, percentil 50.
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6.2. Curvas, tablas de percentiles vy
féormulas para calcular SD.

Usando los modelos y graficas descritos en el apartado 6.1, se construyen las formulas
para calcular las desviaciones estandar de las distintas variables en cualquier paciente.

Los valores de referencia de las variables de nuestro estudio (ALS, IGF1, IGFBP3,
IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS) no siguen una distribucion normal, por lo que debe realizarse
una transformacién matematica previa que consiga la normalizacién de estos datos para
calcular posteriormente las SD. Tras realizar esta transformacién matematica mediante
logaritmo neperiano (In), se confirma que los nuevos datos siguen una distribucion
normal.

Para el cdlculo de desviaciones estandar usaremos la siguiente férmula:

InVAR en el paciente—In de la mediana de VAR en el grupo de edad (205)

SDS =

valor de la desviacioén estandar de VAR (In)grupo de edad

Donde VAR, sera cada una de las variables estudiadas.

En las siguientes paginas se aportan los datos necesarios para el cdlculo de estas
desviaciones estandar. Se describen la mediana (med) de la variable y el In de la
desviacién estandar (SD In) de la variable para cada grupo de edad y para cada variable.
En las siguientes tablas se aportan los valores para ALS (tabla 7), IGFBP3 (tabla 10), IGF1
(tabla 13), IGF1/IGFBP3 (tabla 16) e IGFBP3/ALS (tabla 19).

Con los datos anteriormente descritos, se calculan los valores para los percentiles 3, 25,
50, 75y 97 segun la edad, desde los 2 a los 14 afios en nifios y nifias.

En las siguientes paginas se adjuntan las graficas de percentiles para ALS (tablas 8 y 9),
IGFBP3 (tablas 11y 12), IGF1 (tablas 14 y 15), indice IGF1/IGFBP3 molar (tablas 17 y 18)
e indice IGFBP3/ALS molar (tablas 20y 21).

En la figura 77, observamos que los niveles de ALS aumentan con la edad en nifios y nifias,
con una pendiente mas pronunciada en la época puberal en los varones. Los niveles en
nifios prepuberales son menores en ambos sexos.

En las graficas de percentiles para IGFBP3 (figura 78) vemos que los niveles de esta
variable aumentan con la edad en ambos sexos, sin encontrar grandes diferencias entre
nifios y nifias ni entre pacientes puberales y prepuberales. La variabilidad parece mayor
en nifias con mayor amplitud entre los percentiles extremos entre los 2 y los 6 afios.

Con respecto a las graficas de IGF1 (figura 79), constatamos que los niveles aumentan
con la edad en nifios y nifias, con una pendiente mds pronunciada en la época puberal.
Los niveles en nifios prepuberales son menores en ambos sexos y no se observa
incremento en la pendiente a los 10-12 afios.
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En las gréficas de la figura 80 observamos que los niveles del indice IGF1/IGFBP3 molar
aumentan con la edad en nifios y nifias, con una pendiente mas pronunciada en la época
puberal. Los niveles en niflos prepuberales son menores en ambos sexos y no se observa
incremento en la pendiente a los 10-12 afios.

En cuanto al indice IGFBP3/ALS, en sus graficas (figura 81) vemos que los niveles del indice
se mantienen practicamente constantes en relacion con el sexo, la edad vy el estadio
puberal.

1. Gréficas normalidad ALS (Figuras 77a 'y 77b):

ALS en ninos
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[

1500
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|

Edad
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[
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Edad

Figura 77a. Grdficas de normalidad de ALS separadas por sexos. Valores normales para la
subunidad dcido labil (ALS) en mU/ml. Linea azul correspondiente a los valores del percentil 3-10 y
90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al
valor de la puntuacidn 0 del Z-Score, percentil 50
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Figura 77b. Grdficas de normalidad de ALS en nifios prepuberales separadas por sexos. Valores
normales para la subunidad dcido Idbil (ALS) en mU/ml. Linea azul correspondiente a los valores
del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra
correspondiente al valor de la puntuacion 0 del Z-Score, percentil 50

Férmulas para calcular desviaciones estandar:

Se realiza normalizacion de datos mediante In (ALS) y se confirma la normalidad de los
nuevos datos mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov (KS).

In (ALS) ZKS p
Nifios 0,63 0,82
Nifias 0,86 0,45

DS = In (ALS en el paciente) — In (mediana de ALS en el grupo de edad)
B Desviacion estandar del ALS (In) grupo de edad
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Nifhos ‘ NI ES

prepuberal prepuberal
Edad Mediana SD In Mediana SDIn  Med (SD In) Med (SD In)
2 1041 0,26 1366 0,19
3 1134 0,28 1238 0,27
4 1117 0,25 1380 0,33
5 1276 0,20 1580 0,20
6 1216 0,29 1559 0,25
7 1365 0,27 1788 0,27
8 1457 0,21 1714 0,20 1640 (0,19)
9 1560 0,27 1719 0,42 1815 (0,45)
10 1722 0,15 1778 0,35 1604 (0,49)
11 1997 0,44 2239 0,29 1922 (0,36)
12 1858 0,26 2128 0,36 1798 (0,29)
13 2185 0,26 1937 0,17
14 2469 0,22 2185 0,11
TABLA 8: PERCENTILES DE ALS EN NINOS (mU/ml)
Edad 3% 25%° ‘50%° 75%" 97%" SD
2 637. 922. 1041. 1251. 1526. 259
3 721. 918. 1134 1406. 1713. 331
4 737. 997 1117. 1399 1739. 298
5 845. 1196. 1276 1396 1768. 262
6 869. 1026 1216. 1682 2013. 405
7 860. 1147 1365 1768 1909. 351
8 1006 1358 1457 1738 2136. 320
9 853. 1307. 1560. 1899 2103. 389
10 1285. 1560. 1722. 1920 2068. 247
11 764. 1140. 1997. 2165 2362. 617
12 1282. 1538. 1858. 2048. 2895. 541
13 1358. 1982 2185. 2545. 3004. 501
14 1474. 2059. 2469 2630 2964. 464
ALS NINOS PREPUBERALES
11 988. 1290. 1922. 2147. 2211. 539
12 1221. 1420. 1798. 2130. 2204. 488
Edad 3% 25%° ‘50%° 75%" 97%" SD
2 1101. 1294 1366 1606 1958. 291
3 911. 1082. 1238. 1592. 1877. 367
4 810. 1293. 1380 1752 1949. 391
5 1207. 1382. 1580 1729. 2291. 331
6 1189. 1433. 1559 1697 2915. 476
7 1032. 1483 1788 2107 2520. 449
8 1295. 1503. 1714 1914 2397. 366
9 777. 1541. 1719. 1959. 2306. 434
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10 1010 16089. 1778. 2411. 2827. 608

11 1325. 1492. 2239. 2393. 2832. 613
12 1025. 1370. 2128 2500. 2586. 605
13 1466. 1664. 1937 2205 2430. 330
14 1828. 1977 2185 2276 2409. 248
ALS NINAS PREPUBERALES
8 1282. 1378. 1640. 1864. 1945. 301
9 708. 1499. 1815 1980. 2309. 468
10 866 1347. 1604. 2216. 2606. 771
11 1698. 1788. 1891. 1993. 2083. nc

2. Gréficas normalidad IGFBP3:

IGFBP3 en nifios IGFBP3 en nifios prepuberal

IGFBP3

Edad Edad

IGFBP3 en nifias IGFBP3 en nifias prepuberal

IGFBP3

Edad Edad
Figura 78. Valores normales para la proteina de union al factor de crecimiento de insulina nimero 3 (IGFBP3)
en ug/ml. La linea azul corresponde a los valores del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura corresponde a

valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion 0 del Z-Score, percentil 50.

Férmulas para calcular desviaciones estandar:

Se realiza normalizacién de datos mediante In (IGFBP3) y se pasa test de Kolmogorov-
Smirnov (KS) a los nuevos datos, siendo p>0,05, por lo que se confirma su normalidad.

In (IGFBP3) ZKS p
Nifios 0,57 0,90
Nifias 0,76 0,61

G In (IGFPB3 en el paciente) — In (mediana de IGFBP3 grupo de edad)
- Desviacion estandar del IGFBP3 (In) grupo de edad
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TABLA 10 Nifios ‘ Nifias
IGFBP3 prepuberal prepuberal
Edad Mediana SD In Mediana SDIn  Med(SDIn) Med (SDIn)
2 3,07 0,30 4,09 0,17
3 3,5 0,27 3,93 0,34
4 3,26 0,23 4,22 0,26
5 3,58 0,20 4,52 0,39
6 4,14 0,31 4,50 0,17
7 4,54 0,22 5,07 0,22
8 4,28 0,22 5,15 0,19 4,37 (0,17)
9 4,97 0,22 5,06 0,22 4,96 (0,20)
10 4,67 0,24 5,56 0,27 5,70 (0,28)
11 5,18 0,22 5,33 0,18 5.07 (0,25)
12 5,22 0,37 5,52 0,19 4.38 (0,09)
13 5,26 0,18 5,49 0,15
14 5,92 0,28 4,82 0,42
Edad 3% 25%" ‘50%" ‘75%" 97%' SD
2 1,91 2,56 3,07 3,97 5,13 1,02
3 1,94 2,65 3,5 3,78 4,76 0,84
4 2,40 2,98 3,26 4,08 5,15 0,86
5 2,67 3,15 3,58 4,34 5,39 0,80
6 2,31 3,53 4,14 4,84 6,93 1,28
7 3,59 4,14 4,54 5,04 7,51 1,30
8 3,43 3,96 4,28 5,27 7,02 1,15
9 3,02 4,21 4,97 5,4 6,22 0,96
10 3,46 3,99 4,67 5,53 7,37 1,27
11 3,34 4,55 5,18 5,75 6,10 0,96
12 2,81 4,49 5,22 6,68 8,00 1,76
13 4,05 4,87 5,26 6,14 7,28 1,03
14 3,58 5,4 5,92 7,51 8,81 1,65
IGFBP3 NINOS PREPUBERALES
11 3.22 4.34 5.07 5.8 6.13 1,12
12 4.07 4.15 4.38 4.67 4.87 0,38
TABLA 12: PERCENTILES DE IGFBP3 EN NINAS (ng/ml)
Edad 3% 25%" ‘50%" ‘75%" 97%' SD
2 3,07 3,97 4,09 4,29 511 0,65
3 2,10 3,52 3,93 4,39 5,54 1,17
4 2,06 3,31 4,22 5,14 6,09 1,22
5 3,35 3,54 4,52 511 11,6 2,64
6 3,51 4,36 4,5 4,93 6,17 0.80
7 3,47 4,22 5,07 5,5 7,02 1,10
8 3,44 4,37 5,15 5,58 5,95 0,88
9 3,79 4,50 5,06 6,12 8,32 1,28
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10
11
12
13
14

8
9
10
11

3,53
3,03
4,39
4,45
2,46

3,32
3,76
3,91
2,80

4,35 5,56 6,17
5,28 5,33 5,67
4,99 5,52 6,50
5,2 5,49 6,26
3,99 4,82 5,73
IGFBP3 NINAS PREPUBERALES
4,04 4,37 4,75
4,32 4,96 5,63
4,51 5,70 6,55
3,37 4,03 4,68

3. Gréficas normalidad IGF1:
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0,70

1,12

1,47
NC

IGF1 en nifios prepuberales

1

IGF1 en nifias prepuberales

Edad

Edad

Figura 79. Valores normales para el factor de crecimiento de insulina tipo 1(IGF1) en ng/ml. Linea azul
correspondiente a los valores del percentil 3-10y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil

25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacidn O del Z-Score, percentil 50.

Férmulas para calcular desviaciones estandar:

Se realiza normalizacién de datos mediante In (IGF1) y se confirma que se convierte en
una distribucién normal mediante test de Kolmogorov Smirnov (KS).

SDS

In (IGF1)
Nifios

Nifnas

ZKS
0,63
0,64

p
0,82
0,81

_ In(IGF1enel paciente) — In (mediana de IGF1 en el grupo de edad)

Desviacion estandar del IGF1 (In) grupo de edad

101



TABLA 13 Nifios INTES
IGF1 prepuberal  prepuberal
Edad Mediana  SDIn Mediana SDIn  Med(SDIn)  Med(SD In)

2 66 0,49 94 0,33
3 70 0,44 107 0,42
4 91 0,37 129 0,32
5 96 0,47 145 0,53
6 106 0,43 139 0,30
7 145 0,37 201 0,42
8 174 0,32 178 0,46 169 (0,50)
9 156 0,37 199 0,43 195 (0,40)
10 222 0,38 265 0,44 198 (0,59)
11 196 0,49 327 0,42 164 (0,43)
12 317 0,50 340 0,31 278 (0,55)
13 273 0,48 312 0,50
14 265 0,29 267 0,58
TABLA 14: PERCENTILES DE IGF1 EN NINOS (ng/ml)

Edad 3% 25%" ‘50%" ‘75%" 97%' SD
2 27 47 66 91 124. 30
3 37 52 70 94 162. 38
4 44 72 91 104 147. 31
5 43 73 96 133. 193. 50
6 53 77 106. 161. 265. 50
7 76 118. 145 185 277. 59
8 89 133. 174. 180. 284, 55
9 84 109 156. 190 263. 58
10 95 161. 222 247. 317. 71
11 87 117. 196. 240. 333. 87
12 114. 222. 317. 378. 474, 124
13 123. 225. 273. 351. 577. 138
14 203. 229. 265. 378. 508. 97

IGF1 NINOS PREPUBERALES
11 86 98.0 164. 196. 238. 63
12 120. 229. 278. 307. 362. 111
TABLA 15: PERCENTILES DE IGF1 EN NINAS (ng/ml)

Edad 3% 25%" ‘50%" ‘75%" 97%' SD
2 71 87 94 146. 167. 38
3 53 82 107. 130 168. 42
4 97 118. 1209. 202. 237. 51
5 54 103. 145 176. 295. 78
6 93 126 139. 184 259. 50
7 86 128. 201. 255. 315. 74
8 83 152. 178. 206. 315. 72
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9 106. 167. 199. 253. 461. 105

10 141. 190. 265. 370. 501. 125
11 115. 179. 327. 336 354. 99
12 194. 321. 340. 422 480. 97
13 130. 261. 312. 367 585. 139
14 88. 210. 267. 324. 362. 111
IGF1 NINAS PREPUBERALES
8 68.9 150. 169. 196. 210. 56
9 104. 144. 195. 237. 377. 83
10 125. 173. 198. 302. 499. 164
11 111. 162. 220. 278. 329. NC

4, Gréficas normalidad IGF1/IGFBP3:

IGF1/IGFBP3 en nifios IGF1/IGFBP3 en nifios prepuberales
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Figura 80. Valores normales para la relacion molar IGF1/IGFBP3. Linea azul correspondiente a los valores
del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra
correspondiente al valor de la puntuacién O del Z-Score, percentil 50.

Férmulas para calcular desviaciones estandar
Se realiza normalizacion de datos mediante In (IGF1/IGFBP3) y se observa p>0,05 en el
test de Kolmogorov-Smirnov (KS) a los nuevos datos, confirmando la distribucién normal.

In (IGF1/IGFBP3) | ZKS | p
Nifios 068 0,75
Nifias 082 0,50

In (—IGllgg}B enel paciente) —In (mediana %grupo de edad)

SDS =

. . IGF1
Desviacién estandar del 1CEEP3 (In) grupo de edad
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TABLA 16 » " Nifios ‘ Nifias

IGF1/IGFBP3 prepuberal prepuberal
Edad Mediana SD In  Mediana SDIn  Med(SDIn)  Med(SD In)
2 8 0,45 10,5 0,29
3 8 0,43 9,8 0,30
4 8,7 0,36 11,2 0,41
5 9,3 0,44 12,5 0,63
6 8,8 0,36 11,9 0,24
7 12 0,31 13,3 0,38
8 14,1 0,36 14,5 0,38 14,8 (0,38)
9 12,4 0,36 14,8 0,35 15,2 (0,31)
10 16,5 0,52 18,6 0,41 14,9 (0,37)
11 13,3 0,41 16,7 0,35  10,5(0,34)
12 23,7 0,40 24,9 0,39 = 23,9(0,49)
13 23,1 0,48 20,8 NC
14 17,5 0,36 17,8 0,28
Edad 3% 25%° ‘50%° 75%" 97%" SD
2 2,8 5,5 8 11,2 13,4 3,2
3 4,6 6,7 8 9 21,2 6,1
4 5,7 6,5 8,7 12,7 16,5 3,5
5 4,5 7,4 9,3 12,4 21,1 5,2
6 6 7,3 8,8 13,8 30,1 3,7
7 7 9,7 12 13,8 19,1 3,7
8 7 11,3 14,1 15,5 23,3 4,8
9 6,9 8,3 12,4 15,0 20,3 4,5
10 53 12,8 16,5 18,9 32,8 7,8
11 7,4 10,1 13,3 18,0 24,8 6,1
12 10 15,2 23,7 26,1 28,1 6,9
13 8,3 14,6 23,1 26,0 40,0 9,8
14 10,4 15,7 17,5 24,5 33,3 7,1
IGF1/IGFBP3 NINOS PREPUBERALES
11 7,3 9,3 10,5 13,4 18,6 4,2
12 10,8 19 23,9 26,4 28,1 8,2
TABLA 18: PERCENTILES DE IGF1/IGFBP3 EN NINAS (ratio molar)
Edad 3% 25%° ‘50%° 75%" 97%" SD
2 6,6 7,6 10,5 12,1 14,3 2,9
3 6,8 8 9,8 12,5 15,3 3,2
4 6,8 10,9 11,17 16,7 18,2 5,3
5 3,5 8,1 12,5 14,9 19,7 5,13
6 9 10,1 11,9 14,4 18,3 3,2
7 7,9 9,9 13,3 18,3 22,8 5,2
8 7,4 10,1 14,5 17,4 22,5 5,1
9 8,7 11 14,8 17,2 27,5 5,6
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10 9,3 15,7 18,6 24,4 34,6 8,2

11 8,6 14,1 16,7 22,8 41,0 54
12 10,9 21,2 24,9 27,9 36,5 7,9
13 7,7 19,6 20,8 24,2 39,9 NC
14 12,4 16,7 17,8 18,9 30,5 6
IGF1/IGFBP3 NINAS PREPUBERALES

8 7,1 11,6 14,8 16,2 18,1 4,3
9 8,7 11,1 15,2 17,2 22,7 4,4
10 10,7 12,9 14,9 18,1 26,5 6,7
11 7,3 7,3 7,3 7,3 7,3 NC

5. Gréficas hormalidad IGFBP3/ALS:

IGFBP3/ALS en nifos IGFBP3/ALS en nifos prepuberales
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Figura 81. Valores normales para la relacion molar IGFBP3/ALS. Linea azul correspondiente a los valores del
percentil 3-10 y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra
correspondiente al valor de la puntuacién 0 del Z-Score, percentil 50.

Férmulas para calcular desviaciones estandar:

Se realiza normalizacién de datos mediante In (IGFBP3/ALS) y se confirma normalidad de
los nuevos datos mediante test de Kolmogorov-Smirnov (KS).

In (IGFBP3/ALS) ZKS p
Nifios 1,23 0,09
Nifas 1,2 0,11
In (% en el paciente) —In (mediana de %en el grupo de edad)
DS = IGFBP3

Desviacién estandar del IS (In) grupo de edad
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Edad Mediana SDIn  Mediana SDIn  Med(SDIn) = Med(SD In)
2 1,76 0,23 1,75 0,22

3 1,68 0,21 1,70 0,27

4 1,73 0,16 1,70 0,36

5 1,85 0,23 1,64 0,40

6 1,84 0,25 1,72 0,20

7 1,82 0,30 1,60 0,23

8 1,71 0,31 1,64 0,17 1,56 (0,11)
9 1,81 0,21 1,77 0,42 1,69 (0,45)
10 1,70 0,29 1,78 0,33 1,90 (0,28)
11 1,62 0,41 1,63 0,20 1,65 (0,21)

12 1,65 0,34 1,70 0,48 1,42 (0,33)

13 1,47 0,26 1,78 0,21

14 1,63 0,24 1,35 0,42

TABLA 20: PERCENTILES DE IGFBP3/ALS EN NINOS (ratio molar)

Edad 3% 25% 50%" 75% '97% SD
2 1,19 1,61 1,76 2,09 2,92 0,47
3 1,24 1,44 1,68 1,88 2,50 0,39
4 1,32 1,62 1,73 1,96 2,34 0,29
5 1,01 1,50 1,85 2,01 2,30 0,37
6 1,23 1,53 1,84 2,13 2,80 0,49
7 1,41 1,60 1,82 2,47 3,59 0,71
8 1,12 1,47 1,71 1,90 3,39 0,65
9 1,40 1,63 1,81 2,07 2,72 0,43
10 1,06 1,49 1,70 1,86 2,83 0,53
11 1,26 1,52 1,62 1,87 4,37 1,12
12 0,98 1,34 1,65 2,19 2,49 0,56
13 0,97 1,18 1,47 1,76 2,21 0,4
14 0,97 1,39 1,63 1,74 2,35 0,37

IGFBP3/ALS NINOS PREPUBERALES
11 1,39 1,57 1,65 1,85 2,50 0,42
12 1,18 1,21 1,42 1,81 2,35 0,58

TABLA 21: PERCENTILES DE IGFBP3/ALS EN NINOS (ratio molar)

Edad 3% 25% 50%" 75% '97% SD
2 1,20 1,48 1,75 1,94 2,11 0,35
3 1,18 1,50 1,70 1,95 2,48 0,48
4 1,24 1,61 1,70 2,14 3,45 0,79
5 1,21 1,41 1,64 1,84 4,40 1,02
6 1,18 1,50 1,72 1,94 2,30 0,34
7 1,22 1,47 1,60 1,97 2,73 0,44
8 1,29 1,46 1,64 1,93 2,05 0,28
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10
11
12
13
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10
11

1,33
0,97
1,24
1,06
1,31
0,66

1,40
1,33
1,60
1,50

1,54 1,77 2,18
1,43 1,78 2,03
1,48 1,63 1,92
1,27 1,70 2,38
1,44 1,78 2,06
1,19 1,35 1,60
IGFBP3/ALS NINAS PREPUBERALES
1,46 1,56 1,69
1,52 1,69 2,08
1,68 1,90 2,15
1,50 1,50 1,50

5,49
2,79
2,15
4,39
2,31
1,98

1,84
6,01
3,02
1,50

1,79
0,58
0,34
1,16
0,37
0,5

0,18

1,93

0,65
NC
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6.3. Factores de crecimiento en
pacientes con talla baja sin
tratamiento

Los niveles de ALS y otros factores de crecimiento se determinaron en 482 sujetos con
talla baja de distintas etiologias, de ellos 223 (46,2%) eran mujeres y el resto varones (259;
53,8%). En la tabla 22 se puede ver la distribucion de los distintos subgrupos entre los
que destacan 31 pacientes con déficit de GH y 32 que presentaban talla baja en el
contexto d CIR que, cumpliendo criterios de tratamiento con hormona de crecimiento,
todavia no habian iniciado el tratamiento con hormona de crecimiento.

SEXO TANNER
= - EDAD TALLA SD LRN SD
Nifios  Nifias 1 >1
21

20 11 10,145,4  -2,79+1,29  -0,37+0,77 10

15 17 7,7#4,4  -2,3540,84 -1,94+166 21 11
34 14 82433  -0,78+0,97 -1,63+1,14 36 12
58 57  7,4%3,6 -2,6(-3/-22) -0,65t0,9 102 13
23 21 9437  -2,4(-2,6/-2) -0,61+1,1 28 16
41 25 12,8421 -2,3240,52 -0,23+1,31 37 29
22 18  8,543,1  0,49+41,19 0,1241,04 31 9
47 64  89+43  -1,714156 -0,28+1,51 70 41
259 223 944,11 (_2,'72/’_21’3) -0,6+1,34 342 141
0,00 0,00 (KW) 0,00

Tabla 22. Descripcion de los pacientes con talla baja sin tratamiento. Las variables que siguen una
distribucion normal dentro del grupo se expresan como media#SD y las que no siguen una distribucion
normal como mediana (p25/p75). DGH: Déficit de hormona de crecimiento. PEG: pequefio para la edad
gestacional. TB: talla baja. TBI: talla baja idiopdtica. TBF: talla baja familiar. RCCD: retraso constitucional
del crecimiento y el desarrollo. SD: desviaciones estdndar. LRN: longitud de recién nacido. KW: Test de
Kruskall Wallis.

Se observan diferencias estadisticamente significativas entre la edad, la talla y la longitud
de recién nacido entre las distintas causas de talla baja.

Al analizar las diferencias en las desviaciones estandar de talla por parejas se observa que
la talla es menor en nifios con déficit de hormona de crecimiento con respecto a los nifios
con talla baja de cualquier otra etiologia. Existen también diferencias en esta variable
entre los niflos con talla baja idiopatica con respecto a los nifios con RCCD vy talla baja
familiar (TBF), pero no aparecen diferencias significativas entre los nifios con RCCD y TBF
(Tabla 23).
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TALLA SD (U) PEGCONTB | PEGSINTB | RCCD

| PEGCONTB | CON TB 0,000 NS

RCCD NS 0,000 0,001 NS

Tabla 23: Diferencias en la talla medida en SD segun el tipo de ta//a baja. SD: Desviaciones esténdar. DGH:
Déficit de hormona de crecimiento. PEG: pequefio para la edad gestacional. TB: talla baja. TBI: talla baja
idiopdtica. TBF: talla baja familiar. RCCD: retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. NS: no
significativo. U: U de Mann Whitney.

Existen diferencias significativas en todas las variables excepto en el indice IGFBP3/ALS
molar tanto en valores absolutos como en desviaciones estandar (tabla 24).

mU/ml) -------

-2,03 -0,42 -, 41 -0,9 -0,32
AL +2,2 +1,7 +1 4 +1,3 +1,6 +1,4 0,001
IGF1
-------
-2,08 0,07 -0,83 -1,02 -0,48
IR +2,1 +1 3 +1,2 +1,2 +1,1 +1,1 0,000
-------
(ug /ml)
1 64 0,06 -0,18 0,5 -0,6
IGFBP3 (SD) 415 11 14 12 +1 14 0000
IGF1/IGFBP3
-------
[ 1GF1/1GFBP3 PRI -0,51 -o 73 -0,46 0,000
)] +1,8 +1 1 +1 1 +1,1 +1,3
IGFBP3/ALS
e L ----
IGFBP3/ALS [ONEE 0,38 -0,19 0,21 0,29
)] +1 +1,2 +1,3 +1,5 +1 5 +1,3

Tabla 24: DGH: Déficit de hormona de crecimiento. PEG: pequefio para la edad gestacional. TB: talla baja.
TBI: talla baja idiopdtica. TBF: talla baja familiar. RCCD: retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo.
SD: Desviaciones estdndar. ALS: Subunidad dcido Iabil. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo
1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. NS: no significativo. KW:
Test de Kruskall Wallis.

Dividiremos los resultados obtenidos en ALS, IGF1, IGFBP3 vy los distintos indices.
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A) ANALISIS UNIVARIANTE:

1. ALS

De forma general, los niveles de ALS en los pacientes con talla baja son 15144732 mU/ml|
(-0,942SD). Comparando estos niveles en funcién de la etiologia de la talla baja (figura 82)
se demuestra que estos niveles son significativamente menores en los pacientes con DGH
respecto al resto de causas de TB (p<0,01). No existen diferencias en las desviaciones
estandar de ALS entre nifios PEG con y sin talla baja ni entre TBI y RCCD o TBF (tabla 25).

PALSSD (U) | PEGCONTB | PEGSINTB | RCCD

DGH 0,001 0,000 0,012 0,003 0,000

PEG CON TB = 0,351 0,014 0,102 0,883

T8I 0,102 0,001 0,248 - 0,087

RCCD 0,014 0,000 - 0,248 0,016

Tabla 25. Diferencias de ALS entre distintos tipos de talla baja. DGH: Déficit de Hormona de crecimiento.
PEG: pequefio para la edad gestacional. TB: talla baja. TBI: talla baja idiopdtica. TBF: talla baja familiar.
RCCD: retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. U: test U de Mann-Whitney. ALS: Subunidad
dcido Idbil. SD: desviacion estdndar.

2,00 p=0,000

1,00

0,00

ZALS

-1,004

-2,004

-3,00 T T T T T T
DCH T8I TBF RCCD PEG CON TB PECSINTB

Diagnéstico

Figura 82. Distribucidn de ALS segun el diagndstico. ZALS no sigue una distribucion normal (KS=
0,005) por lo que se usan las medianas. KS: Test de Kolmogorov-Smirnov. ZALS: Z-Score de
subunidad dcido Idbil.
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2. IGFBP3

En los pacientes con talla baja encontramos unos niveles de IGFBP3 de 4,45+1,63 pg/ml
(-0,56%1,5 SD). Los niveles de IGFBP3 son significativamente menores en los pacientes
con DGH con respecto al resto de etiologias de TB (figura 83, p=0,000). No existen
diferencias significativas entre PEG con y sin TB ni entre pacientes con TBI y RCCD (tabla
26).

PIGFBP3SD (U) | PEGCONTB | PEGSINTB | RCCD

DGH 0,000 0,000 0,003 0,006 0,000

PEG CONTB - 0,271 0,031 0,012 0,615

TBI 0,012 0,04 0,627 = 0,012

RCCD 0,031 0,092 = 0,627 0,053

Tabla 26. Diferencias de ZIGFBP3 entre distintos tipos de talla baja. DGH: Déficit de hormona de crecimiento.
PEG: pequefio para la edad gestacional. TB: talla baja. TBI: talla baja idiopdtica. TBF: talla baja familiar.
RCCD: retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. U: test U de Mann-Whitney. IGFBP3: Proteina
de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. SD: Desviaciones estdndar.

2,00 p=0,000
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DGH T8I TBF RCCD PEGCONTB  PEGSINTB
Diagnéstico

Figura 83. Distribucion de IGFBP3 segun el diagndstico. ZIGFBP3 sigue una distribucion normal (KS=
0,137) por lo que se usan las medias. KS: Test de Kolmogorov-Smirnov. ZIGFBP3: Z-Score de
proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3.
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3. IGF1:

Los niveles de IGF1 en los pacientes con talla baja son 171+ 125 ng/ml (-0,81+1,5 SD). Los
niveles de IGF1 son significativamente menores en los pacientes con DGH con respecto
al resto de etiologias de TB (figura 84, p=0,000). No existen diferencias significativas entre
PEG cony sin TB ni entre pacientes con TBI y RCCD (tabla 27).

PIGF1(U) | PEGCONTB | PEGSINTB [ RccD

DGH 0,000 0,000 0,001 0,004 0,000

PEG CON TB - 0,795 0,007 0,000 0,108

TBI 0,000 0,000 0,247 - 0,005

RCCD 0,007 0,000 - 0,237 0,137

Tabla 27. Diferencias de IGF1 entre distintos tipos de talla baja. DGH: Déficit de Hormona de crecimiento.
PEG: pequefio para la edad gestacional. TB: talla baja. TBI: talla baja idiopdtica. TBF: talla baja familiar.
RCCD: retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. U: test U de Mann-Whitney. IGF1: Factor de

crecimiento similar a la insulina tipo 1. SD: desviaciones estdndar.
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Figura 84. Distribucidn de IGF1 segun el diagndstico. ZIGF1 sigue una distribucidn normal (KS=
0,467) por lo que se usan las medias. KS: Test de Kolmogorov-Smirnov. ZIGF1: Z-Score del factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1.
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4. Indice IGF1/IGFBP3

El indice IGF1/IGFBP3 molar presenta unos niveles de 14,04+10,2 (-0,47+1,4SD) en los
pacientes con talla baja. Existen diferencias en los niveles de este indice al estratificar por
tipo de talla baja (figura 85, p=0,000). En los pacientes sin tratamiento, el indice
IGF1/IGFBP3 es significativamente mas bajo en DGH y TBI con respecto a PEG con talla
baja, no existen diferencias con el resto de causas de talla baja. No existen diferencias
significativas en ninguno de los dos indices entre PEG con y sin TB ni entre RCCD y TBI
(tabla 28).

P IGF1/IGFBP3 SD (U) | PEG CONTB | PEGSINTB | RCCD

DGH 0,000 0,000 0,029 0,09 0,024

PEG CON TB - 0,480 0,003 0,000 0,036

T8I 0,000 0,000 0,237 - 0,069

RCCD 0,003 0,000 = 0,237 0,562

Tabla 28. Diferencias de ZIGF1/IGFBP3 entre distintos tipos de talla baja. DGH: Déficit de Hormona de
crecimiento. PEG: pequefio para la edad gestacional. TB: talla baja. TBI: talla baja idiopdtica. TBF: talla baja
familiar. RCCD: retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. U: test U de Mann-Whitney.
IGF1/IGFBP3: Ratio molar IGF1/IGFBP3. IGF1: factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3:
proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. SD: Desviaciones estdndar.
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Figura 85. Distribucion de IGF1/IGFBP3 segun el diagndstico. ZIGF1/IGFBP3 sigue una distribucion
normal (KS= 0,137) por lo que se usan las medias. KS: Test de Kolmogorov-Smirnov. ZIGF1/IGFBP3: Z-
Score de la ratio molar IGF1/IGFBP3. IGF1: factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3:
proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3.
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5. Indice IGFBP3/ALS:

No se observan diferencias estadisticamente significativas en los valores del indice
IGFB3/ALS molar entre pacientes con talla baja de distinta etiologia (figura 86). Se hallan
unos valores de 2,0342,36 (0,32+1,65D) en los pacientes con talla baja y sélo los pacientes
PEG sin talla baja presentan valores de esta variable distintos a pacientes con DGH y TBI
(tabla 29).

P IGFBP3/ALS SD (U) | PEG CONTB | PEGSINTB | RCCD

DGH 0,296 0,015 0,293 0,495 0,44

PEG CON TB = 0,097 0,976 0,714 0,932

T8I 0,714 0,02 0,552 = 0,801

RCCD 0,976 0,058 = 0,552 0,892

Tabla 29. Diferencias de IGFBP3/ALS entre distintos tipos de talla baja. DGH: Déficit de hormona de
crecimiento. PEG: pequefio para la edad gestacional. TB: talla baja. TBI: talla baja idiopdtica. TBF: talla baja
familiar. RCCD: retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. U: test U de Mann-Whitney.
IGFBP3/ALS: ratio molar IGFBP3/ALS. IGFBP3: proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina
tipo 3. ALS: Subunidad dcido labil. SD: Desviaciones estdndar.
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Figura 86. Distribucidn de IGFBP3/ALS segun el diagndstico. ZIGFBP3/ALS no sigue una distribucion
normal (KS= 0,000) por lo que se usan las medianas. ZIGFBP3/ALS: Z-Score de la ratio molar
IGFBP3/ALS. IGFBP3: proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS:
subunidad dcido labil.
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B) ANALISIS MULTIVARIANTE:

1. PACIENTES CON TALLA BAJA SIN TRATAMIENTO

1.1 ANALISIS DISCRIMINANTE:

Se realiza un analisis discriminante por pasos (tablas 30, 31 y 32) mediante SPSS para
diferenciar pacientes con talla baja por distintas etiologias en el que aparecen como
variables independientes IGF1 medido en SD, y talla SD (p=0,000).

. . F para Lambda de Coeficiente
Variable Tolerancia . . .
salir Wilks intraestructura
1 Talla SD 1 9,4
) Talla SD 0,942 7,6 0,898 0,813
IGF1 SD 0,942 7 0,892 0,761

Tabla 30. Andlisis discriminante por pasos de los pacientes con talla baja sin tratamiento. SD: Desviacion
estdndar. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1.

Correlacion Lambda coef Coef Constante
candnica de Wilks P IGF1SD talla
1 0,151 0,362 0,819 0,000 0,42 0,62 1,7
2 0,061 0,240 0,942 0,000 0,59 -0,72 -1,1

Tabla 31. Resumen de las funciones candnicas discriminantes. Coef: Coeficiente de la funcién candnica
discriminante. SD: Desviacidn estdndar. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1.

Al obtener sélo dos variables estadisticamente significativas, seria casi imposible separar
los a priori 6 grupos distintos.

funciones discriminantes candnicas

Pacientes con talla baja sin tratamiento con GHr

Diagnéstico
OTsI

- (COTBF
5.0 RCCD
ODGH

PEG
Ootro
M Centroide de grupo
2,54

0,0

Funcién 2

-2,57

-5,0

-5,0 -2;5 0,0 2,5 5,0
Funcién 1

Figura 87. Funciones discriminantes candnicas en pacientes con talla baja
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Funcidn Talla SD IGF1 SD IGF1/IGFBP3 SD ALS SD IGFBP3 SD

1 0,81 0,76 0,57 0,32 0,35
2 -0,58 0,65 0,53 0,21 0,27
Tabla 32. Matriz de estructura. SD: Desviaciones estdndar. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina

tipo 1. IGFBP3: Proteina de union del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad dcido
labil.

La ALS medida en SD presenta un coeficiente de 0,32 e IGFBP3 SD 0,35. Aunque no
presentan una influencia estadisticamente significativa se decide mantenerlas en el
analisis multivariante por su importancia en el estudio.

1.2 ANALISIS MEDIANTE HJ-BIPLOT:

Al analizar los factores de crecimiento de forma multivariante mediante HJ-biplot (figura
88) en todos los pacientes con talla baja de nuestro estudio, encontramos que los
pacientes con déficit de hormona de crecimiento (DGH) y algunos de los pacientes con
talla baja por otro motivo presentan valores de los tres componentes de crecimiento
claramente menores a la media del resto de pacientes ya que se encuentran a la cola de
los vectores IGF1, IGFBP3 y ALS.

Observamos también la variable talla es del eje 2 y que la variable IGF1 tiene una alta
contribucion al eje 1. El vector de la talla es muy amplio lo que nos indicaria que existe
una gran variabilidad en esta variable.

Ademas, vemos que los valores de ALS SD e IGFBP3 SD se correlacionan de forma positiva
entre ellos, existiendo un angulo muy pequefio entre ambas variables. También se
correlacionan de forma positiva IGF1, IGFBP3 y ALS. No existe correlacién entre IGFBP3 y
ALS con respecto a la talla SD, con la que forman un dngulo practicamente de 909, es
decir, la variable talla parece independiente de los niveles de IGFBP3 y ALS medidos en
SD. Los valores de IGF1 medidos en SD v la talla si parecen presentar una correlaciéon
positiva.

Los pacientes con DGH y algunos pacientes con talla baja por otro motivo presentan talla
menor al resto de pacientes ya que se sitUan a la cola del vector talla en el eje 2.

La variable IGF1 tiene una alta contribucién al eje 1 lo que nos permite distinguir que los
pacientes con DGH presentan niveles menores de este factor de crecimiento con
respecto al resto de causas de TB, ya que la mayoria de los pacientes con DGH se
encuentran en la cola del vector IGF1 (figura 88).

Observamos que la mejor calidad de representacion de la columna talla aparece en el eje
2, mientras ALS e IGF1 tienen mayor calidad en los ejes 1y 3 (tablas 33 y 34) por lo que
dibujamos el biplot en estos ejes (Figura 89).

Eje 1 Eje 2 Eje 3
Talla SD 18,7 77,1 2,8
ALS SD 58,8 6,7 26,7

IGFBP3 SD 62,9 8,8 0,6
IGF1 SD 62,8 0,5 26,4

Tabla 33. Calidad de representacidn de las columnas de las figuras 88 y 89 medido en porcentaje.
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Expl. Var. Acumulado

Eje 1 50,6 50,6
Eje 2 23,3 73,9
Eje 3 14,0 87,9
Eje 4 12,1 100

Tabla 34. Explicacidn de varianza de las figuras 88 y 98 medido en porcentaje.

0.5+

o
o
T

<

Axis 2 - (23.2906% )

o

-35 - -1

1 1 1 1 1 1 L
-4 -3 -2 -1 0 1 2
Axis 1 - (50.5822% )

Figura 88. Representacidn mediante HJ-Biplot del andlisis multivariante de IGF1, IGFBP3, ALS y talla en
pacientes con talla baja de distinta etiologia en ejes 1y 2.

RMP: Row principal normalization (Normalizacidn por columnas principales). TBI: Talla baja idiopdtica. TBF:
Talla baja familiar. RCCD: Retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. DGH: Déficit de hormona
de crecimiento. PEG con TB: Pequefio para la edad gestacional con talla baja. Otro: Pacientes con talla baja
de otra etiologia. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor
de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad dcido Idbil. IGF1/IGFBP3: Indice molar
IGF1/IGFBP3. SD: desviaciones estdndar.

En el plano 1-3 (figura 89) vemos que los valores de IGF1 se correlacionan con IGFBP3,
pero no con la talla y los valores de ALS. Observamos también que los pacientes con talla
baja por DGH son los que presentan valores mas bajos de talla y de factores de
crecimiento, ya que son los pacientes que se encuentran mas lejos de la cola de todos los
vectores. El resto de los pacientes se sitlan de forma dispersa alrededor del biplot.
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Importancia de la ALS en el crecimiento
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Figura 89. Representacidon mediante HJ-biplot del andlisis multivariante de IGF1, IGFBP3, ALS y talla en
pacientes con talla baja de distinta etiologia en el plano 1-3.

RMP: Row principal normalization (Normalizacidn por columnas principales). TBI: Talla baja idiopdtica. TBF:
Talla baja familiar. RCCD: Retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. DGH: Déficit de hormona
de crecimiento. PEG con TB: Pequefio para la edad gestacional con talla baja. Otro: Pacientes con talla baja
de otra etiologia. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor
de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad dcido ldbil. IGF1/IGFBP3: Iindice molar
IGF1/IGFBP3. SD: desviaciones estdndar.

2. PACIENTES CON TALA BAJA IDIOPATICA, RCCD Y TBF

La clasificacién de estos pacientes en uno u otro grupo a menudo da lugar a multiples
pruebas en la consulta de endocrinologia, conseguir un modelo de clasificacién nos
permitiria disminuir el nUmero de pruebas invasivas en estos pacientes.

2.1 ANALISIS DISCRIMINANTE

Se realiza un andlisis discriminante por pasos mediante SPSS para diferenciar pacientes
con talla baja idiopatica, RCCD y TBF en el que aparece como variable de clasificacion la
talla SD y los niveles de IGFBP3 medidos en SD (p=0,001) con un coeficiente
intraestructura de 1.

Lambda . o
Coeficiente Auto Correlacion

intraestructura valor candnica

Paso Variable Tolerancia de
Wilks
1 Talla SD 1 9,5 0,94 1 0,06 0,24

Tabla 35. Andlisis discriminante por pasos de los pacientes con TBI, TBF y RCCD. SD: Desviacidn estdndar.
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La funcidn descrita presenta un autovalor de 0,06 y una correlacion candnica de 0,24. El
coeficiente de la funcién discriminante para la talla seria 1,37 y la constante 3,34. Con
esta funcion discriminante sdlo se clasificarian correctamente el 51,6% de los casos.

Las variables ALS, IGFBP3 e IGF1 medidas en SD presentan un coeficiente de 0,07, 0,04 y
0,21 respectivamente, lo cual indica poca variabilidad entre los grupos. Decidimos
afiadirlas también al anadlisis multivariante mediante HIJ-biplot por ser las variables
principales del estudio.

2.2 ANALISIS MEDIANTE HJ-BIPLOT
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Figura 90. Representacion multivariante de los pacientes con TBI, TBF y RCCD mediante HJ- biplot en plano
1-2. TBI: Talla baja idiopdtica. TBF: Talla baja familiar. RCCD: Retraso constitucional del crecimiento y el
desarrollo. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de union al factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad dcido Idbil. IGF1/IGFBP3: Indice molar IGF1/IGFBP3.
SD: desviaciones estdndar.

En el biplot (figura 90) vemos que la talla es una variable de eje 2 y que presenta gran
variabilidad ya que el vector es largo. Los valores de IGF1 SD tienen gran contribucion al
eje 1y se correlacionan de forma positiva con los valores de IGFBP3 y ALS. El angulo entre
ALS e IGFBP3 es casi inexistente por lo que existe una gran correlacién entre estas
variables.

Los pacientes con TBI parecen tener una talla medida en SD menor que los pacientes con
RCCD ya que vemos que se colocan en dos grupos a lo largo del eje 2.

Finalmente, el andlisis de todas estas variables en conjunto no nos permite diferenciar
entre pacientes con talla baja idiopatica, retraso constitucional y el desarrollo y talla baja
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familiar ya que todos los puntos aparecen mezclados y con gran dispersién al analizar los
resultados mediante cluster predeterminado por diagndstico (figura 90).

Eje 1 Eje 2 Eje 3
Talla SD 14,1 79,9 3,3
ALS SD 45,3 8,3 44,7

IGFBP3 SD 62,1 8,1 6,4
IGF1 SD 62,7 1,1 16,2

Tabla 36. Calidad de representacidn de las columnas de la figura 90 medida en porcentaje.

Expl. Var. Acumulado

Eje 1 46,2 46,2
Eje 2 24,3 70,5
Eje 3 17,5 88,1
Eje 4 11,9 100

Tabla 37. Explicacidn de varianza de la figura 90 medida en porcentaje.

Los ejes con mejor calidad de representacion (tablas 36 y 37) son 1y 2 por lo que se
dibuja el biplot en plano 1-2. Los biplots de representacién en planos 1-3 y 2-3 (anexo V)
tampoco nos permiten diferenciar los pacientes con TBI de distinta etiologia (RCCD, TBF
y TBI propiamente dicha) ya que los pacientes se reparten de forma difusa tanto en el eje
XcomoenelY.

3. PACIENTES PEQUENQS PARA LA EDAD GESTACIONAL

3.1 ANALISIS DISCRIMINANTE

Para clasificar pacientes PEG con vy sin talla baja, se lleva a cabo un analisis discriminante
por pasos mediante SPSS no encontrando significacion en ninguna de las variables
estudiadas. Obteniendo una lambda de Wilks de 0,95 (p=0,53), un autovalor de 0,06y
una correlacién candnica de 0,23.

IGF1 SD IGF1/IGFBP3 SD ALS SD IGFBP3 SD

-0,11 0,37 -0,57 0,38
Tabla 38. Matriz de estructura. SD: Desviaciones estdndar. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina

tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad dcido
labil.

3.2 ANALISIS MEDIANTE HJ-BIPLOT

Se realiza un andlisis multivariante mediante HJ-biplot para visualizar si los factores en
crecimiento en conjunto pueden ayudarnos a diferenciar los pacientes pequefios para la
edad gestacional con talla baja presentan valores distintos a aquellos pacientes PEG que
no presentan talla baja.

La mayor calidad de representacion se observa en los ejes 1y 2 (tablas 39y 40)
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Eje 1 Eje 2 K

ALS SD 73,2 2,4 24,4

IGFBP3 SD 33,6 60,8 4,8

IGF1SD 91,6 1 5,6
IGF1/IGFBP3 SD 47,3 50,3 1

Tabla 39. Calidad de representacidn de las columnas de la figura 91 medida en porcentaje.

Expl. Var. Acumulado

Eje 1 61,45 61,4
Eje 2 28,63 90,1
Eje 3 8,94 99

Eje 4 0,98 100

Tabla 40. Explicacidn de varianza de la figura 91 medida en porcentaje.

El grafico en plano 1-2 (figura 91) que la IGF1 y la ALS medidas en SD se correlacionan
entre si y tienen gran contribucién al eje 1. IGFBP3 y ALS también presentan correlacion
positiva.
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Figura 91. Representacion por HJ-biplot del andlisis multivariante de los pacientes PEG en plano 1-2. PEG:
Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1.
IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad dcido labil.
IGF1/IGFBP3: Indice molar IGF1/IGFBP3. SD: desviaciones estdndar.

Los pacientes PEG con y sin talla baja se reparten de forma difusa a lo largo del HJ-biplot
en plano 1-2, por lo que el andlisis multivariante de los factores de crecimiento en
conjunto no permitiria clasificar a estos pacientes en uno u otro grupo. Los biplots en
planos 1-3 y 2-3 no aportan mas informacién por lo que no se adjuntan.
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16.4. Factores de crecimiento y su
respuesta al tratamiento con
hormona de crecimiento

TOTAL DE MUESTRAS:

Valorando la forma de respuesta de los distintos factores de crecimiento al tratamiento
con GHr se estudian un total de 691 muestras en 337 pacientes, con una distribucion
segln la etiologia de la talla baja que se puede ver en la tabla 41.

N2 pacientes SIN TRATAMIENTO TRATAMIENTO CON GHr

(N2 muestras) VARONES MUJERES VARONES MUJERES
12 (20) 5 (11) 18 (90) 12 (64)
12 (15) 17 (17) 12 (50) 11 (46)
44 (58) 44 (57) 5(5) 4(6)
34 (41) 22 (25) 1(2) 1(1)
27 (47) 36 (64) 10 (46) 10 (26)

TOTAL 129 (181) 124 (174) 46 (193) 38 (143)

Tabla 41. Muestras de pacientes con talla baja con y sin tratamiento. DGH: Déficit de hormona de
crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. TBI: Talla baja Idiopdtica. RCCD: Retraso
constitucional del crecimiento y el desarrollo. GHr: hormona de crecimiento recombinante.

Como hemos descrito anteriormente, se objetivd que todas las variables presentan una
distribuciéon no normal por lo que los resultados se presentan como mediana (rango
intercuartilico: p25/p75).

Analizando los valores de los distintos factores de crecimiento en el total de muestras
encontramos que los niveles de todos los factores de crecimiento son mayores en los
pacientes que reciben tratamiento con GHr con respecto a los pacientes con talla baja
que no reciben tratamiento con GHr (tabla 42). En los pacientes que reciben tratamiento
encontramos niveles dentro del rango de normalidad, entre -1,5 y +1,5SD.

Sin tratamiento Con tratamiento p (V)

ALS -0,59SD (-1,9/0,21) 0,31SD (0,6/0,95) 0,000

IGF1 -0,775D (-1,68/0,25) = 0,83SD (0,16/1,36) 0,000
IGFBP3 -0,45sD (-1,2/0,33) | 0,57SD (-0,01/1,18) 0,000
IGF1/IGFBP3 molar @ -0,53SD (-1,23/0,34) | 0,53SD (-0,06/1,23) 0,000
IGFB3/ALS molar 0,23sD (-0,42/0,95) = 0,11SD (-0,5/0,97) 0,266

Tabla 42. Niveles de factores de crecimiento en las muestras de pacientes con talla baja con y sin
tratamiento presentados como mediana y entre paréntesis su rango intercuartilico. SD: Desviacion estdndar.
ALS: Subunidad dcido Idbil. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de union
al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. U: test de U de Mann Whitney.
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DOSIS DE GHr:

La dosis de GHr administrada en cada paciente es distinta segun la etiologia de la TB, y se
calcularon segun la practica clinica habitual, presentando una dosis mas baja en el DGH,
en el que se usa a dosis fisioldgicas, y mas elevada en el resto (tabla 43).

Dosis GHr (mg/kg) DGH OTRO p (V)
media + SD 0,029+0,01 § 0,038%+0,01 0,031+ 0,02 0,044+0,01
Mediana 0,030 0,039 0,033 0,045 0000
P25 0,027 0,034 0,026 0,040 ’
P75 0,034 0,046 0,044 0,049

Tabla 43. Dosis de GHr segun la etiologia de la TB. GHr: Hormona de crecimiento recombinante. DGH: Déficit
de hormona de crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TBI: talla baja idiopdtica. U: U de Mann
Whitney. SD: Desviaciones estandar. P25: Percentil 25. P75: Percentil 75.

El nivel de ALS medido en desviaciones estandar se correlaciona de forma positiva con la
dosis por Kg de GHr recibida en los pacientes con TB y DGH, no ocurriendo esta
correlacion en nifios PEG con talla baja (tabla 44). Los niveles de IGFBP3 (SD) sdlo se
correlacionan con la dosis de GH por kg en los nifios con DGH. Los niveles de IGF1 y del
indice IGF1/IGFBP3 molar medidos en desviaciones estandar se correlacionan con la dosis
por kg en DGH, TBI y nifios PEG con TB.

Correlacion
dosis GH/Kg

ZIGF1/IGFBP3 | ZIGFBP3/ALS

ALS SD IGF1 5D IGFBP3 SD

0,3 0,5 03 0,4
H ] 7’ 7’ 7
2E (0,000)  (0,000) (0,000) (0,000) NS
0,3 0,2
PEG CONTB NS (0,000) NS (0,006) NS
0,3 03 0,3
[ (0,002)  (0,000) i (0,000) A

Tabla 44. Correlaciones de la dosis de GHr por kg con las distintas variables segun el tipo de talla baja. NS:
No significativo. ALS: Subunidad dcido Idbil. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3:
Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. SD: Desviaciones estdndar.
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MUESTRAS APAREADAS

Se recogen muestras apareadas, es decir, muestras del mismo paciente con y sin
tratamiento, de 23 pacientes (tabla 45). Se trata de 6 pacientes con TBI, de 7 pacientes
DGH, un paciente PEG y 9 pacientes con talla baja de otra etiologia (mutacion PARI,
mutacion SHOX, insuficiencia renal crénica, sindrome de Prader Willi, déficit de IGF1,
raquitismo, dos pacientes con Turner, una paciente con mutacién CNP y un paciente con
RCCD.

SIN TRATAMIENTO TRATAMIENTO CON GHr

N2 pacientes

(N2 muestras) VARONES MUJERES VARONES MUJERES
DGH 6 (8) 1(1) 6 (21) 1(1)
PEG con TB 0 1(1) 0 1(3)
TBI 4 (9) 2 (3) A(4) 2 (4)
RCCD 1(1) 0 1(2) 0
OTRO 3(3) 6 (10) 3(11) 6 (14)
TOTAL 13 (20) 10 (15) 13 (36) 10 (22)

Tabla 45. Pacientes en los que tenemos muestras sanguineas con y sin tratamiento con GHr. DGH: Déficit
de hormona de crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. TBI: Talla baja Idiopdtica.
RCCD: Retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. GHr: hormona de crecimiento recombinante.

Los niveles de todos los factores excepto del indice IGFBP3/ALS molar se incrementan de
forma estadisticamente significativa (p=0,000) en los pacientes que inician tratamiento
con GHr (tabla 46).

Pacientes con

Sin tratamiento Con tratamiento P (Wilcoxon)
datos apareados
ALS -1,31(-2,5/0,07) 0,47SD (-0,51/1,01) 0,000
IGF1 -1,48SD (-1,94/-0,6) = 0,75SD (0,19/1,62) 0,000
IGFBP3 -0,86SD (-2/0,03) 0,50SD (-0,56/1,08) 0,000
IGF1/IGFBP3 molar = -0,57SD (-1,05/0,3) | 0,63SD (-0,04/1,58) 0,000
IGFBP3/ALS molar = 0,24SD (-0,45/0,75)  -0,1SD (-1,03/0,76) 0,135

Tabla 46. Niveles de los distintos factores de crecimiento en los pacientes de los que tenemos datos con y
sin tratamiento con hormona de crecimiento recombinante. ALS: Subunidad dcido Iabil. IGF1: Factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 3. SD: Desviaciones estdndar.
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A) ANALISIS UNIVARIANTE:

1. ALS:

De forma general los niveles de ALS son mayores (p=0,000) en los pacientes en
tratamiento con hormona de crecimiento, pasando de -0,59SD (-1,9/0,21) a 0,31SD
(0,6/0,95) con una dosis media de tratamiento con hormona de crecimiento de 0,035+
0,01 mg/kg/dia.
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Figura 92. Distribucidn de las desviaciones estdndar de ALS segun el diagndstico, comparando
muestras sanguineas de pacientes con talla baja con y sin tratamiento con hormona de crecimiento
recombinante. ALS: Subunidad dcido Idbil. SD: Desviaciones estdndar. TTO: Tratamiento. DGH:
Déficit de hormona de crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. TBI:
Talla baja Idiopdtica. ZALS presenta distribucion no normal por lo que se presentan los datos como
mediana/rango intercuartilico.

En valores absolutos, la mediana y el rango intercuartilico de la ALS en los pacientes sin
tratamiento es de 1426 mU/ml (1058/1884 mU/ml) mientras que en los pacientes con
tratamiento es de 1971 mU/ml (1498/2485 mU/ml).

Existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores de ALS de los
pacientes con distintos tipos de talla baja en pacientes sin tratamiento (p=0,001). En los
pacientes con tratamiento, no encontramos diferencias significativas pero el p valor se
acerca a la significacién (p=0,053)
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Importancia de la ALS en el crecimiento

Al estratificar por causa de talla baja vemos que los niveles de ALS en las muestras de
pacientes con tratamiento son superiores a los niveles en las muestras de pacientes sin
tratamiento en todos los tipos de talla baja analizados (tabla 47 y figura 92).

ALS (SD)

-1,46 (-3,6/-1) 0(-0,85/0,79) 0,000
0,15(-1,9/0,66) 0,42 (-0,1/1) 0,006
-0,56 (-1,9/0,2)  0,22(-1,1/2,2) 0,024
-0,49 (-2,1/0,2) 0,27 (-1/1) 0,003
0,001 0,053

Tabla 47. Distribucidn de las desviaciones estdndar de ALS segun el diagndstico, comparando muestras
sanguineas de pacientes con talla baja con y sin tratamiento con hormona de crecimiento recombinante.
ALS: Subunidad dcido ldbil. SD: Desviaciones estdndar. TTO: Tratamiento con GHr. DGH: Déficit de hormona
de crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. TBI: Talla baja Idiopdtica. KW:
Kruskall-Wallis. U: U de Mann Whitney. ZALS presenta distribucion no normal por lo que se presentan los
datos como mediana (rango intercuartilico: p25/p75).

Se lleva a cabo un andlisis de muestras apareadas usando los pacientes de los que existen
datos con y sin tratamiento y objetivamos que los niveles de ALS se elevan de forma
significativa en todos los pacientes que inician tratamiento con GHr (Tabla 48).

Solo hay datos pre y post tratamiento de un paciente PEG con talla baja y un paciente
con RCCD por lo que sus datos no son valorables, pero vemos que se elevan las SD de la
ALS tras iniciar la GHr.

ALSSD Sin tratamiento Con tratamiento P (Wilcoxon)
Datos apareados
DGH -2,18 (-6,06/-1,38) 0,42 (-0,61/0,73) 0,000
TBI -1,39 (-1,96/-1,27) 0,14 (-0,92/1,96) 0,017
PEG con TB 0,16 0,71
RCCD -2,5 -0,22
Otro 0,04 (-0,28/0,76) 0,93 (0,08/1,71) 0,009

Tabla 48. Niveles de ALS en pacientes con talla baja que tienen mediciones sin tratamiento y con tratamiento
con hormona de crecimiento recombinante. ALS: subunidad dcido labil. SD: desviaciones estdndar. DGH:
Déficit de hormona de crecimiento. TBI: Talla baja idiopdtica. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB:
Talla baja.
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2. |GFBP3:

De forma general los niveles de IGFBP3 son mayores (p=0,000) en los pacientes en
tratamiento con hormona de crecimiento, pasando de -0,77SD (-1,68/0,25) a 0,57SD (-
0,01/1,18) con una dosis media de tratamiento con hormona de crecimiento de 0,035+
0,01 mg/kg/dia.

En valores absolutos, la mediana y el rango intercuartilico de la IGFBP3 en los pacientes
sin tratamiento es de 4,38 upg/ml (3,47/5,39) mientras que en los pacientes con
tratamiento es de 5,83 pug/ml (4,79/6,85).
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Figura 93. Distribucion de las desviaciones estdndar de IGFBP3 segun el diagndstico, comparando
muestras sanguineas de pacientes con talla baja con y sin tratamiento con GHr. IGFBP3: Proteina
de unién al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. DGH: Déficit de hormona de
crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. TBI: Talla baja Idiopdtica.
ZIGFBP3 presenta distribucion no normal por lo que se presentan los datos como mediana/rango
intercuartilico.

Al estratificar por causa de talla baja vemos que los niveles de IGFBP3 en las muestras de
pacientes con tratamiento son superiores a los niveles en las muestras de pacientes sin
tratamiento en todos los tipos de talla baja analizados. Existen también diferencias
significativas en los niveles de IGFBP3 entre los distintos tipos de talla baja tanto en los
pacientes con tratamiento como sin tratamiento (figura 93 y tabla 49).
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Importancia de la ALS en el crecimiento

IGFBP3 (SD)

TOTAL
SINTTO CON TTO

P (V)

-1(-3,4/-0,5) 0,50 (0/1,1) 0,000
0,13 (-0,8/1,2) 0,75 (0,1/1,7) 0,003
-0,58(-1,3/0,2)  0,53(-0,7/1,1) 0,005
-0,25(-1,4/0,3) 0,54 (-0,2/1,1) 0,000
0,000 0,030

Tabla 49. Distribucion de las desviaciones estdndar de IGFBP3 segun el diagndstico, comparando muestras
sanguineas de pacientes con talla baja con y sin tratamiento con GHr. IGFBP3: Proteina de unidn al factor
de crecimiento similar a la insulina tipo 3. SD: Desviaciones estdndar. TTO: Tratamiento con GHr. DGH:
Déficit de hormona de crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. TBI: Talla baja
Idiopdtica. KW: Kruskall-Wallis. U: U de Mann Whitney. ZIGFBP3 presenta distribucidn no normal por lo que
se presentan los datos como mediana (rango intercuartilico: p25/p75).

Se efectla un analisis de muestras apareadas usando los pacientes de los que hay datos
con y sin tratamiento y objetivamos que los niveles de IGFBP3 se elevan de forma
significativa en los pacientes con DGH y TBI, pero no en los pacientes con TB de otra
etiologia (tabla 50).

Se observa elevacion de la IGFBP3 en el Unico paciente PEG y en el Unico paciente con
RCCD, aungue no se puede evaluar la significacién.

IGFBP3 SD

Sin tratamiento

Con tratamiento

P (Wilcoxon)

Datos apareados
DGH -3,43 (-5,12/-1,4) 0,23 (-0,73/0,67) 0,000
TBI -1,65 (-2,37/0,79) 0,36 (-0,77/1,13) 0,017
PEG con TB 1,21 1,47
RCCD -1,2 -0,07
Otro 0,14 (-0,21/0,98) 0,61 (-0,61/1,47) 0,367

Tabla 50. Niveles de IGFBP3 en pacientes con talla baja que tienen mediciones sin tratamiento y con
tratamiento con hormona de crecimiento recombinante. IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 3. SD: desviaciones estdndar. DGH: Déficit de hormona de crecimiento. TBI: Talla
baja idiopdtica. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja.
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3. IGF1:

De forma general los niveles de IGF1 son mayores (p=0,000) en los pacientes en
tratamiento con hormona de crecimiento, pasando de -0,45SD (-1,2/0,33) a 0,83SD
(0,16/1,36) con una dosis media de tratamiento con hormona de crecimiento de 0,035+
0,01 mg/kg/dia.

En valores absolutos, la mediana y el rango intercuartilico de la IGF1 en los pacientes sin
tratamiento es de 149,69 ng/ml (86,187226,03) mientras que en los pacientes con
tratamiento es de 320,09 ng/ml (216,67/428).
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Figura 94. Distribucion de las desviaciones estdndar de IGF1 segun el diagndstico, comparando
muestras sanguineas de pacientes con talla baja con y sin tratamiento con hormona de crecimiento
recombinante. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. DGH: Déficit de hormona de
crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. TBI: Talla baja Idiopdtica. RCCD:
Retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. ZIGF1 presenta distribucion no normal por lo
que se presentan los datos como mediana/rango intercuartilico.

Los niveles de IGF1 en las muestras de pacientes con tratamiento son superiores a los
niveles en las muestras de pacientes sin tratamiento en todos los tipos de talla baja
analizados. También observamos diferencias estadisticamente significativas entre los
niveles de IGF1 de los pacientes con talla baja de distinta etiologia tanto sin tratamiento
como con tratamiento (figura 94 y tabla 51).
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Importancia de la ALS en el crecimiento

IGF1 (SD)

SINTTO CONTTO

P (V)

H -1,7(-2,8/-1,1) 0,6(0/1,2) 0,000
0,2(-1,1/0,9) 1,3(0,6/1,8) 0,000
-1(-1,8/-0,3) 0,7(-0,6/1,2) 0.000
-0,3(-1,3/0,5) 0,8(0/1,2) 0,000
0,000 0,000

Tabla 51. Distribucion de las desviaciones estdndar de IGF1 segun el diagndstico, comparando muestras
sanguineas de pacientes con talla baja con y sin tratamiento con hormona de crecimiento recombinante.
IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. SD: Desviaciones estdndar. TTO: Tratamiento con
GHr. DGH: Déficit de hormona de crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. TBI:
Talla baja Idiopdtica. RCCD: Retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. KW: Kruskall-Wallis. U: U
de Mann Whitney. ZIGF1 presenta distribucidn no normal por lo que se presentan los datos como mediana
(rango intercuartilico: p25/p75).

Se realiza un andlisis de muestras apareadas usando los pacientes de los que existen
datos con vy sin tratamiento y objetivamos que los niveles de IGF1 se elevan de forma
significativa en todos los pacientes que inician tratamiento con GHr (tabla 52).
Nuevamente sdlo tenemos datos pre y post tratamiento de un paciente PEG con talla
baja y un paciente con RCCD por lo que sus datos no son valorables, aunque si vemos
elevacion de la IGF1 tras el inicio del tratamiento.

IGF1 SD

Sin tratamiento Con tratamiento P (Wilcoxon)
Datos apareados
DGH -2 (-4,21/-1,69) 0,35 (-0,20/1,48) 0,000
TBI -1,76 (-2,46/-1,11) = 0,56 (-0,76/1,28) 0,012
PEG con TB 1,47 1,55
RCCD 0,45 1,14
Otro -0,68 (-1,23/0,53) 0,82 (0,26/2,4) 0,000

Tabla 52. Niveles de IGF1 en pacientes con talla baja que tienen mediciones sin tratamiento y con
tratamiento con hormona de crecimiento recombinante. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina
tipo 1. SD: desviaciones estdndar. DGH: Déficit de hormona de crecimiento. TBI: Talla baja idiopdtica. PEG:
Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja.
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4. Indice IGF1/IGFBP3 molar:

De forma general los niveles de IGF1/IGFBP3 son mayores (p=0,000) en los pacientes en
tratamiento con hormona de crecimiento, pasando de -0,53SD (-1,23/0,34) a 0,53SD (-
0,06/1,23) con una dosis media de tratamiento con hormona de crecimiento de 0,035+
0,01 mg/kg/dia.

En valores absolutos, la mediana y el rango intercuartilico de la IGF1/IGFBP3 en los
pacientes sin tratamiento es de 12,04 (8,69/17,22) mientras que en los pacientes con
tratamiento es de 20,41 (15,02/25,63).
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Figura 95. Distribucion de las desviaciones estandar de IGF1/IGFBP3 segun el diagndstico,
comparando muestras sanguineas de pacientes con talla baja con y sin tratamiento con hormona
de crecimiento recombinante. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3:
Proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. DGH: Déficit de hormona de
crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. TBI: Talla baja Idiopdtica. RCCD:
Retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. ZIGF1/IGFBP3 presenta distribucién no
normal por lo que se presentan los datos como mediana/rango intercuartilico.

Al estratificar por causa de talla baja, vemos que los niveles de IGF1/IGFBP3 en las
muestras de pacientes con tratamiento son superiores a los niveles en las muestras de
pacientes sin tratamiento en todos los tipos de talla baja analizados. También
observamos diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IGF1/IGFBP3
entre los distintos tipos de talla baja, tanto en pacientes en tratamiento con GHr, como
en pacientes sin tratamiento (figura 95 y tabla 53).
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Importancia de la ALS en el crecimiento

IGF1/IGFBP3 (SD)

P (V)

SINTTO CONTTO

H -1,2(-2,3/-0,4) 0,3(-0,2/1) 0,000
0,1(-0,2/0,8) 0,9(0,2/1,5) 0,000
-0,9(-1,3/-0,3) 0,6(-0,1/1,1) 0,004
-0,1(-0,8/0,5) 0,2(-0,1/1,1) 0,001
0,000 0,006

Tabla 53. Distribucion de las desviaciones estdndar de IGF1/IGFBP3 segun el diagndstico, comparando
muestras sanguineas de pacientes con talla baja con y sin tratamiento con hormona de crecimiento
recombinante. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor
de crecimiento similar a la insulina tipo 3. SD: Desviaciones estdndar. TTO: Tratamiento con GHr. DGH:
Déficit de hormona de crecimiento. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. TBI: Talla baja
Idiopdtica. RCCD: Retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. KW: Kruskall-Wallis. U: U de Mann
Whitney. ZIGF1/IGFBP3 presenta distribucion no normal por lo que se presentan los datos como mediana
(rango intercuartilico: p25/p75).

Se realiza un andlisis de muestras apareadas usando los pacientes de los que tenemos
datos con vy sin tratamiento y objetivamos que los niveles de IGF1/IGFBP3 se elevan de
forma significativa sélo en los pacientes con talla baja por otra etiologia distinta a DGH,
TBI o PEG (tabla 54).

Como hemos visto previamente, solo existen datos pre y post tratamiento de un paciente
PEG con talla baja y un paciente con RCCD por lo que sus datos no son valorables.

IGF1/IGFBP3 SD

Sin tratamiento

Con tratamiento

P (Wilcoxon)

Datos apareados
DGH -0,76 (-1,42/1,27) = 0,14 (-0,27/1,68) 0,168
TBI -1,04 (-1,11/-0,22) = 0,43 (-0,12/0,78) 0,050
PEG con TB 1,04 1,34
RCCD 1,2 0,86
Otro -0,49 (-0,58/0,39) 0,86 (0,08/2,4) 0,002

Tabla 54. Niveles de IGF1/IGFBP3 en pacientes con talla baja que tienen mediciones sin tratamiento y con
tratamiento con hormona de crecimiento recombinante. SD: desviaciones estdndar. IGF1: Factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 3. DGH: Déficit de hormona de crecimiento. TBI: Talla baja idiopdtica. PEG: Pequefio para la
edad gestacional. TB: Talla baja.
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4. indice IGFBP3/ALS molar:

No se observan diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IGFBP3/ALS
entre las muestras de pacientes en tratamiento con hormona de crecimiento con
respecto a aquellos que no reciben tratamiento ni de forma general ni al analizar los
pacientes de forma apareada (figura 96).

2,00+
1,007
m -
-l
<
~
m
% {
& 0,004 ®
G ¢
N -
-1,004 -
Tratamiento con GH
Sin tratamiento
Con tratamiento
-2,00 T T T T
DGH PECCONTB TBI OTRO
Diagnéstico
IGFBP3/ALS (SD)
TOTAL
SIN TTO CON TTO P (U)

0,5+1 0,242 0,547
0,441,2 0+1,6 0,526
0,441,5 0,241,3 0,631
0,26+2,1 0,141,4 0,417
0,132 0,169

Figura 96. Distribucion de las desviaciones estandar del indice molar IGFBP3/ALS segun el diagndstico,
comparando muestras sanguineas de pacientes con talla baja con y sin tratamiento con GHr. IGFBP3:
Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad dcido Idbil. SD:
Desviaciones estdndar. TTO: Tratamiento. DGH: Déficit de hormona de crecimiento. PEG: Pequefio para la
edad gestacional. TB: Talla baja. TBI: Talla baja Idiopdtica. RCCD: Retraso constitucional del crecimiento y
el desarrollo. KW: Kruskall-Wallis. U: U de Mann Whitney. ZIGFBP3/ALS presenta distribucion no normal
por lo que se presentan los datos como mediana/rango intercuartilico.
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B) ANALISIS MULTIVARIANTE:

1. PACIENTES CON TALLA BAJA CON Y SIN TRATAMIENTO CON GHr:

1.1 ANALISIS DISCRIMINANTE

Se lleva a cabo un analisis discriminante por pasos mediante SPSS para valorar las
diferencias entre pacientes con y sin tratamiento. En este andlisis aparecen como
variables de clasificacién IGFBP3 medido en SD e IGF1 SD (p=0,000) con un coeficiente de
estructura de 0,58 y 0,98 respectivamente.

La correlacién candnica de la funcién discriminante utilizada (F4) es de 0,53 con un
autovalor de 0,4. Los coeficientes estandarizados de la funcidn discriminante candnica
son de 0,14 para IGFBP3 SD y de 0,70 para IGF1 SD con una constante de 0,07.

F4 =0,07 + 0,14(IGFBP3 SD) + 0,7 (IGF1 SD)
Siendo F4= 0 = Pacientes sin tratamiento
F4= 1 - Pacientes con tratamiento

, : Fpara Lambda Coeficiente Coeﬂcnlelnte
Paso Variable Tolerancia . . . Funcidn
salir de Wilks intraestructura ..
canonica
1 IGF1 SD 1 280
IGF1SD 0,825 168,2 0,880 0,982 0,70
IGFBP3 SD 0,825 7,6 0,722 0,584 0,14

Tabla 55. Andlisis discriminante para clasificar los pacientes con y sin tratamiento con GHr. SD: Desviaciones
estdndar. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de union al factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 3.

Tras aplicar la funcidn discriminante obtenida se clasifican correctamente el 74,3% de los
casos originales (73,2% de los sin tratamiento y 75,6% de los que reciben tratamiento)

La variable ALS SD presenta un coeficiente de estructura de 0,44 y la variable IGF1/IGFBP3
medida en SD presenta un coeficiente de 0,61 por lo que se decide afiadirlas también al
estudio multivariante. IGFBP3/ALS presenta un coeficiente de -0,005 por lo que su
influencia en la clasificacién seria practicamente nula.

1.2 ANALISIS MEDIANTE HJ-BIPLOT

Al hacer el andlisis multivariante mediante la técnica de HJ-Biplot observamos que las
desviaciones estandar de ALS e IGFBP3 se correlacionan de forma positiva.

Ademas, vemos que los pacientes con tratamiento presentan niveles mas altos de todos
los indices estudiados ya que los pacientes sin tratamiento se alejan claramente del
vector, colocandose a la cola de todos los vectores en el eje horizontal. La mayor
contribucion de este eje 1 parece deberse a los niveles de IGF1 SD lo que significaria que
este factor de crecimiento es el que mas contribucion tiene a la separacion de los
clusteres (figura 97).
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Observamos que la calidad de representacion es mayor en plano 1-2 (tablas 56 y 57). Los
biplots en plano 1-3 y 2-3 no dan informacion relevante por lo que se adjuntan en el

anexo |V.

3F T

Axis 2 - (27.2539% )

Otro

DGH

0 1

Axis 1-(58.2373% )

2

Sin tratamiento
Con tratamiento

Figura 97. Representacidn por Hi-biplot en plano 1-2 del andlisis multivariante de los pacientes con talla

baja con y sin tratamiento con GHr.

GHr: Hormona de crecimiento recombinante. DGH: Déficit de hormona de crecimiento. TBI: Talla baja
idiopdtica. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. IGF1: Factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad
dcido IGbil. IGF1/IGFBP3: indice molar IGF1/IGFBP3. SD: desviaciones estdndar.

Eje 1 Eje 2 K
ALS SD 52,4 9,6 37,9
IGFBP3 SD 36,2 50,8 12,2
IGF1 SD 89,5 3 5,2
IGF1/IGFBP3 SD 50,7 47,6 0,1

Tabla 56. Calidad de representacidn de las columnas de la figura 97 medida en porcentaje.

Expl. Var Cummulative

Eje 1 58,2 58,2
Eje 2 27,2 85,5
Eje 3 13,4 98,9
Eje 4 1,1 100

Tabla 57. Explicacidn de varianza de la figura 97 medida en porcentaje.
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Importancia de la ALS en el crecimiento

2. ANALISIS MULTIVARIANTE DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO
RELACIONADQOS CON LA DOSIS DE GHr EN PACIENTES DE TALLA
BAJA DE DISTINTA ETIOLOGIA.

2.1 ANALISIS DISCRIMINANTE

Al introducir la dosis como variable de estudio en el analisis discriminante por pasos
mediante SPSS para valorar las diferencias entre los distintos tipos de pacientes con
tratamiento, aparecen como variables de clasificacién la dosis de GHr por kilogramo e
IGF1 SD (p=0,000) con un coeficiente de estructura de 0,94 y 0,97 respectivamente
(tablas 58, 59y 60).

Variable Tolerancia F para Lambda de Coeficiente
salir Wilks intraestructura
1 Dosis de GHr por kg 1 34,1
5 Dosis de GHr por kg 0,99 35,1 0,919 0,942
IGF1 SD 0,99 8,1 0,706 0,971

Tabla 58. Andlisis discriminante para clasificar los pacientes en tratamiento con GHr en relacién con la dosis.
SD: Desviaciones estdndar. GHr: dosis de hormona de crecimiento recombinante. IGF1: Factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1.

funciones discriminantes candnicas

Pacientes en tratamiento con GHr

DISCDGCO
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Figura 98. Funciones discriminantes
-5,0 candnicas en pacientes que reciben
tratamiento con GHr.
I 1 1 I 1
-5,0 -2,5 0,0 2,5 5,0

Funcién 1

Lambda
.y Corr
Funcion varianza canodnica &
WIS
1 0,46 87,6 0,562 0,642 0,000 | 0,35  101,9 -3,84
2 0,06 12,4 0,247 0,939 0,000 1 -25,2 0,098

Tabla 59. Resumen de las funciones candnicas discriminantes. Corr: correlacion Coef: Coeficiente de las
funciones candnicas discriminantes. SD: Desviacion estdndar. IGF1: Factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1. GHr: Hormona de crecimiento recombinante. Cte: constante.
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Con la funcion 1 se clasificarian correctamente el 63% de los casos.

Funcion DC_;°:FS IGF1SD  IGF1/IGFBP3 SD ALS SD IGFBP3 SD
1 0,94 0,24 0,20 -0,02 -0,04
2 -0,33 0,97 0,59 0,37 0,30

Tabla 60. Matriz de estructura. GHr: hormona de crecimiento recombinante. SD: Desviaciones estdndar.
IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad dcido labil.

Las variables ALS SD, IGFBP3 SD e IGFB1/IGFBP3 presentan un coeficiente de 0,37, 0,3 y
0,59 respectivamente por lo que se decide mantenerlas en el analisis mediante biplot.

2.2 ANALISIS MEDIANTE HJ-BIPLOT

Realizamos un analisis multivariante mediante HJ-Biplot valorando los factores de
crecimiento y la dosis de GHr en todos los pacientes con tratamiento con GHr.

Observamos que la calidad de representacion de la dosis de GHr es mayor en los ejes 2 y
3 (tablas 61 y 62) por lo que se dibuja el biplot en estos ejes (figura 99). Los biplots en
planos 1-2 y 1-3 no aportan informacién distinta por lo que se recogen en el anexo IV.

Ejel Eje 2 Eje 3

Dosis GHr 3,2 9,6 86,7
ALS SD 44,4 9,8 0,3
IGFBP3 SD 1 85,7 5,9
IGF1 SD 81,8 1,2 2,5
IGF1/IGFBP3 SD 62,1 33,1 0,3

Tabla 61. Calidad de representacidn de las columnas de la figura 99 medido en porcentaje.

Expl. Var Cummulative

Eje 1 37,5 37,5
Eje 2 27,9 65,4
Eje 3 19,6 85

Eje 4 13,6 98,5
Eje 5 1,5 100

Tabla 62. Explicacidn de varianza medida en porcentaje de la figura 99.

Al observar el biplot de plano 2-3 (figura 99), vemos que IGF1 y GHr son vectores de eje
3y que la dosis de GHr tiene gran dispersion. Observamos también que la dosis de GHr
se correlaciona de forma positiva con los niveles de IGF1 e IGFBP3 en SD y menos con los
niveles de ALS. Los niveles de ALS e IGFBP3 se correlacionan de forma positiva entre si.
La ALS es un vector de eje 2 y no vemos diferencias en los grupos en cuanto a esta variable.

138



05

IGFBP3 SD

Axis 3 - (19.586% )
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Figura 99. Representacidn por HJ-biplot del andlisis multivariante de los pacientes con talla baja y
tratamiento con GHr en plano 2-3. GHr: Hormona de crecimiento recombinante. DGH: Déficit de
hormona de crecimiento. TBI: Talla baja idiopdtica. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB:
Talla baja. IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al
factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad dcido Iabil. SD: desviaciones
estdndar.

Los pacientes con DGH son los que menos cantidad de GHr reciben, lo cual se
corresponde con las indicaciones de tratamiento aprobadas y también son los que tienen
menores valores de IGF1 SD ya que se sitdan en un grupo a la cola de estos dos vectores
de eje 3 y claramente diferenciados del resto. Vemos también que los pacientes PEG con
TB se colocan de forma dispersa alrededor de todas las variables.
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6.5. Pacientes con niveles bajos de
ALS (<-2SD)

Una vez obtenidos los valores de normalidad de ALS en la poblacion control se pasa a
analizar los niveles de nuestra muestra con talla baja. Un total de 56 pacientes con talla
baja (31 varonesy 25 mujeres) presentan niveles de ALS por debajo de -2SD con respecto
a la poblacion control. La talla de estos pacientes era de -2,440,9. De ellos 19 presentan
TBI, 11 RCCD, 7 DGH, 4 eran PEG y 15 tienen otras enfermedades que producen la talla
baja.

Es decir, de los 88 pacientes con TBI y 56 con RCCD analizados en nuestro estudio, 19 y
11 respectivamente presentan niveles de ALS disminuidos. Corresponderia a un 21,5%
de los pacientes con TBIl 'y un 32% de los pacientes con RCCD.

Ademas, se observa ALS disminuida en 12 nifios con talla normal, 3 pacientes PEG sin talla
baja y 3 pacientes con obesidad.

En el estudio de su talla baja se realiza estudio de exoma completo a 6 pacientes con
niveles bajos de ALS. Se valora de forma especifica el gen IGFALS (OMIM *601489,
16p13.3). Ninguno ha podido ser diagnosticado de deficiencia primaria de ALS (OMIM
#615961). En 5 de ellos se observa una variante benigna en el gen IGFALS, 3 en
heterocigosis y 2 en homocigosis. NM_001146006, con cambio en ADN c.-19A>G y
cambio proteico ¢.324T>C(p.Asp108=). La version NM_001146006.2 reemplazé a la
NM_001146006.1 en junio de 2019.

En la paciente nimero 44, mujer con RCCD, se observa también esta variante benigna en
el gen IGFALS pero con afectacién en tres puntos del intrén y cambios proteicos
p.Aspl08= y p.Tyr500=.

En la tabla 63 se pueden ver los datos de cada uno de los pacientes.

ALS  TALLA

DIAGNOSTICO SEXO EDAD | T ALS D D IGFALS

689 TBI VARON 9,78 1 603,33  -3,52 -2,68
662 TBI VARON | 4,2 1| 327,4  -491  -2,7
530 TBI VARON 6,99 1 507,4 -3,01  -2,7
698 TBI (TBF) MUJER = 7,7 1 1006 & -2,13  -2,8
VB het
1058 TBI MUJER | 594 1 574 -5,06 -2,3  NM_001
146006.1
77 TBI MUJER = 7,03 ' 1 938 -2,39 | 3,1
10042 TBI MUJER = 3,09 1 433,95 -2,26 -4,19
10052 TBI VARON | 2,18 1 588 -2,20 | -2,25
139 TBI MUJER 10,59 1 8345 -2,16 -2,99
VB hom
1007 TBI MUIJER | 8,37 | 1| 977 -2,81 | -2,6  NM_001
146006.2
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NM_001
146006.1



40 PEG CONTB MUJER | 4,07 1 5499 -2,79 -2,61
10522 PEG CON TB VARON | 2,56 | 1| 397,3 -3,7 -2,5
695 PEG CONTB VARON 11,19 2 | 818,7 -2, -2,1
10061 PEG CON TB VARON 13,01 2 915 -3,35 | -2,33
4 PEG CON TB
100 RCCD VARON 14 |1 1241 | -3,13 | -1,67
99 RCCD VARON 14,61 1 1416,2 -2,53 -2,57
74 RCCD VARON = 13,6 2 1040 -2,86  -2,5
159 RCCD VARON | 9,46 1| 8256 @ -2,36 @ -1,82
844 RCCD VARON | 15,03 | 4 1 1443,3 | -2,44 | -2,1
761 RCCD VARON 14,01 1  1431,2 -2,48 -2,5
839 RCCD VARON | 12,63 | 2 1 1063,1 | -2,15 | -2,8
711 RCCD VARON | 14,49 2 | 1363,6 | -2,7 -2,1
10508 RCCD VARON | 15,29 | 4 | 1577,6 | -2,04 | -2,6
692 RCCD (CELIACA) = MUJER @ 14,33 4 1254,2 -505 -1,7
VB comp
44 RCCD MUJER | 13,02 | 1| 1003 | -3,87 @ -1,5 | NM_001
146006.2
RCCD 11
10045 T. NORMAL VARON | 11,89 | 2| 682 -3,27 | -0,44
1211 T. NORMAL VARON | 13,91 3 1007 -3,2 0,03
1378 T. NORMAL VARON | 14,32 | 4 | 1292 -2,6 1,12
10535 T. NORMAL MUJER | 12,28 3 896 -2,42 3,87
561 T. NORMAL VARON | 15,26 | 5| 1554 | -2,36 0,1
1240 T. NORMAL MUJER | 9,92 1 295 -3,45  -1,87
1333 T. NORMAL VARON | 11,64 | 1| 987 -2,35 | -1,7
1169 T. NORMAL VARON | 11,64 1| 989 -2,35  -0,25
1127 T. NORMAL MUJER | 10,03 | 1| 794 -2,33 | -1,04
992 T. NORMAL VARON | 7,95 1| 671 -2,19  -0,64
658 T. NORMAL VARON | 12,3 |1 1194 | -2,02 | -0,23
735 T. NORMAL MUJER | 4,33 1 637 -2 -0,4
10552 OBESIDAD MUJER | 11,77 | 2| 768,7 | -3,69 | -1,02
493 OBESIDAD MUJER | 2,45 1 834 -2,6  -0,07
1117 OBESIDAD MUJER | 5,43 | 1| 976 -2,41 | -0,37
1079 PEG SIN TB VARON ' 5,51 1| 507,7 -461 -1,61
696 PEGSIN TB VARON = 13,8 2 1130 -2,54 -1,25
702 PEG SIN TB MUJER = 9,83 2 7734 -235 -0,3

Tabla 63. Pacientes con niveles de ALS por debajo de 2 desviaciones estdndar. N.2 pac: numero de paciente
para codificacion. T: Tanner. IMC: indice de masa corporal. ALS: subunidad dcido Iabil. SD: desviaciones
estdndar. TBI: talla baja idiopdtica. RCCD: retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. PEG:
pequefio para la edad gestacional. TBF: talla baja familiar. DGH: déficit de GH. GH: Hormona de crecimiento.
TTO: tratamiento con GH recombinante. TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos. Klin: Klinelfelter.
IGF1: déficit de IGF1. TX: trasplante. NEO: neoplasia. PEG: pequefio para la edad gestacional. TB: talla baja.
DO: displasia ésea. T. Normal: Talla normal. VB: variante benigna. Hom: homocigosis. Het: heterocigosis.
Comp: compuesto.
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6.6 Variantes del gen IGFALS
localizadas en nuestro estudio.

En 39 de los pacientes de nuestro estudio, en el contexto de estudio de su talla baja, se
realiza estudio de exoma completo. Se valora de forma especifica el gen IGFALS (OMIM
*601489, 16p13.3). Ninguno de los sujetos del estudio presentaba variantes patogénicas,
por lo que ninguno ha podido ser diagnosticado de deficiencia primaria de ALS (OMIM
#615961).

Se describen un total de 6 variantes en nuestra muestra de sujetos. Los 36 pacientes que
presentan variantes en el gen IGFALS se describen en la tabla 64.

oncucsTco B0 AVBS g A RS A
1007 TBI -2,6 977 | -2,81
1369 TBI -3,9 712 -2,92
755 TBI -3,3 1401 | -0,49
709 TBI -3 902 | -1,74
56 TBI -2,6 1066 | -1,31
57 TBI -2,7 770 | -1,38
1588 TBI -3,09 1512 -0,12
126 TBI -2,52 1 1111 -2,17
1058 TBI c.-19A>G Intron B -2,4 574 -5,06
43 TBI -2,5 1538 | -0,05
903 TBI -3 1419 | -0,35
875 TBI -3,3 1608 | 0,47
835 TBI -2,8 1130  -1,7
678 TBI -2,83 1879 | 0,94
1288 DGH -3,5 1747  -1,57
1215 DGH -3,82 860 | -1,43
1374 DGH +tto -2,47 2371  -0,18
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Tabla 64. Descripcion de las variantes del gen IGFALS (NM_001146006.2) encontradas en nuestro

estudio.
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TBI
disarmonica

RCCD
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Cc.16+81A>G

€.1454C>T

c.707A>T

Intron

p.Pro325Leu

Intron
Intron
Intron

p.Thr485Met

p.Glu236Val

B

LB

LB

1,37
2,7
2,7

-3,74

-1,06
2,7
2,8
2,1

-2,78

-3,34
2,6
3,5
2,8
0,32
2,6

-1,18

-2,8

-1,5

-1,28

-2,8

983

1873

1900

1410

2317

2634

1436

1248

2366

1553

1726

839

2007

941

1615

802

1167

1003

1484

1174

PAC: paciente. SD: Desviacion estdndar. ALS: Subunidad dcido Idbil. PEG: Pequefio para la edad
gestacional. TB: Talla baja. TBI: Talla baja idiopdtica. DGH: Déficit de hormona de crecimiento. ACMG:
criterios de patogenicidad segtn la ACMG (Asociacion Americana de Genética). B: Benigna. LB:
Probablemente benigna (likely benign). RCCD: Retraso constitucional del crecimiento y el desarrollo. Tto:
Tratamiento con hormona de crecimiento recombinante.

2,78
-0,35
0,79
0,07
0,71
2,1
-1,76
-0,74
0,82
0,84
-0,91
-2,56
0,37
-1,87
-0,27
-0,88

0,18

-3,87

0,76

-0,56
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Tres de las variables detectadas: ¢.1454C>T, ¢.974C>Ty c.707A>T, son variantes missense
cuya prediccién in silico dan como resultado los cambios en la proteina p.Thr485Met,
p.Pro325Leu, p.Glu236Val respectivamente. Las tres era consideradas de significado
incierto teniendo como Unico predictor de patogenicidad la baja frecuencia en poblacion
general (3/100000, 369/100000, 50/100000 segiin Gnomad). Clinicamente, estos sujetos
presentaban valores normales de ALS.

Las otras tres variantes son variantes intrénicas sin criterios de patogenicidad, estando
presente la c.-19A>G en mas del 1% de la poblacion general, y la c.16+89A>G vy
c.16+81A>G en mas del 1,5% de la poblacién general.
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7. Discusion

7.1. Correlaciones:

a) ALS, IGF1, IGFBP3:

La IGF1, hormona responsable final del crecimiento por su union al receptor de IGF1 a
nivel del hueso, se encuentra en sangre unida a sus transportadores, ALS e IGFBP3,
formando el complejo ternario. Este complejo ternario se va rompiendo, liberando IGF1
y permitiendo que la concentracién de IGF1 sea estable en el tiempo, por tanto es
esperable que exista correlacion entre la ALS, IGF1 e IGFBP3 al igual que se habia
objetivado en estudios previos®0 113, 115-117, 212),

Se demuestra también la correlacion de la ALS con la edad, y ocurre en ambos sexos. Esta
correlacion se mantiene a lo largo de la infancia, hasta llegar a la pubertad en la que
desaparece. Aunque esto puede ser debido al bajo nimero de observaciones en
pacientes puberales hay que tener en cuenta que el inicio de la pubertad no es constante
en la poblacidon con inicios de pubertad, tanto en varones como en mujeres, con edades
muy diversas, y que en la pubertad entra en juego la secrecién de hormonas sexuales que
ya se han visto relacionados con el estirdn de la pubertad y con los niveles de IGF1, por
lo que es mas probable que en las edades peripuberales tenga un papel mas importante
el incremento de hormonas sexuales que la propia edad. Esto queda apoyado por el
estudio de Renes!'®®) donde también se observd estd desaparicion de la correlacion de
ALS y edad al inicio de pubertad en nifios PEG.

Actualmente, dentro del equipo investigador, continuamos recogiendo datos después del
primer corte, para intentar aumentar el numero de observaciones en pacientes
puberales que nos permitan diluir los factores de confusion que pueden estar influidos
por la edad.

b) Medidas antropométricas

Estudios previos en la relacién entre los factores de crecimiento y las medidas
antropométricas han mostrado resultados dispares?12-217),

En nuestro estudio los valores de ALS, IGF1 e IGFBP3 se correlacionan de forma positiva
con las SD de talla, peso y el IMC, pero no con el PRN SD y LRN SD. Esto ultimo recalca
que el eje de la hormona de crecimiento no es tan importante en el crecimiento prenatal,
donde lainsulina es la que juega el papel mas importante. En el estudio realizado en nifios
PEG por Renes!'®>) se observa también la presencia de correlacién de la ALS con talla e
IMC, pero no con LRN.

Juul®?®3) describe que IGFBP3 se correlaciona con talla e IMC, mientras que IGF1 sdlo se
correlaciona con talla, no con IMC.

c) [ndices:

Se realiza el estudio de los indices IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS.
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No se lleva a cabo el estudio del indice IGF1/ALS ya que la IGF1 sélo circula unida a la ALS
en el complejo ternario, junto con la IGFBP3, por lo que fisioldgicamente no aportaria
mas informacion que la suma de los indices IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS.

Los indices propuestos se correlacionan entre si de forma directa.

Estudios previos en la relacién entre los factores de crecimiento y las medidas
antropométricas han mostrado resultados dispares?*3-217) en nuestro estudio se objetiva
que los niveles de IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS se correlacionan de forma positiva con la
talla y el IMC medidos en desviaciones estandar, pero no con la longitud al nacer, esto
vuelve a poner de manifiesto que el eje de la hormona de crecimiento no es tan
importante en el crecimiento prenatal, con la insulina como actor principal. En cualquier
caso, son datos dificiles de interpretar. La correlacion del indice IGF1/IGFBP3 con la talla
podria decirnos que existe mayor IGF1 libre circulante pero no podemos confirmar esta
hipdtesis con nuestros datos.

7.2 Valores de normalidad

a) Valores de normalidad. ALS

Los valores de ALS aumentan con la edad (tabla 1) como se habia descrito en estudios
(90, 112-117, 165)

previos .
1. Valores de normalidad de ALS descritos por Ertl (figura 100)*17)
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Figura 100. Niveles de normalidad de ALS descritos por Ertl. Sacado de Ertl D. Determining the normal range
for IGF-1, IGFBP-3 and ALS: new reference data base don current internal standards. Wien Med Wochenschr.
2014;164:343-5214%7)

Los valores de normalidad de ALS encontrados en nuestro estudio se sitlan entre
500mU/ml(2500ng/ml) y 3000 mU/mI(15000ng/ml) en pacientes sanos y entre 500 y
2000 mU/ml (10000ng/ml) si solo incluimos los pacientes prepuberales. En el estudio de
Ertl™7) realizado en 252 nifios y adolescentes sanos de entre 0y 18 afios, los niveles de
normalidad se encuentran entre 400 y 5000 ng/ml. En este estudio no se describe el
ndimero de pacientes prepuberales y puberales, pero el rango es claramente menor que
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Importancia de la ALS en el crecimiento

el encontrado en nuestro estudio y en el estudio de Barrios!*®). Al revisar el estudio de
Ertl observamos que describe la utilizaciéon del mismo método de analisis que nosotros:
ALS E35 Assay, Mediagnost, Germany, con un limite de deteccién de 0,23mU/ml. En la
leyenda de las gréficas aparece que la ALS estd medida en ng/ml, pero en ninguin otro
lugar del articulo aparecen las unidades de la ALS. Si existe un error en las unidades
estariamos hablando de un rango de normalidad de entre 400-5000mU/ml, mas acorde
al hallado por nuestro trabajo (500-3000mU/ml) y a los niveles descritos por Barrios
(1000-6000mU/ml).

. Relacion ) Relacion
Estudio Muestras Método Otras
Edad sexo

Baxter{®0)
1990

El tratamiento
con GHr eleva

Labarta 56 nifios sanos Western NG los niveles de
1996(112) 4 nifios DGH + : i ALS en DGH,
elVAEsAS 7 nifios DGHR e pero no el
tratamiento
con IGF1

Juul
1998(114)

. 264 ninos . .,
Nimura (1-16afios) et RIA k|t. +en Relaciéon con
2000115 15 nifios DGH Australia pubertad  IGF1 e IGFBP3

Barrios
2000118

Ertl 252 nifios s ELISA .
2014117 (1-18afios) Germany

Tabla 1. Estudios sobre niveles de ALS. ELISA: Andlisis inmunoldgico unido a enzimas (Enzimo-Linked
InmunoSorbent Assay). RIA: Radioinmunoensayo (Radioimmunoassay). GH: Hormona de Crecimiento. GHr:
Hormona de crecimiento recombinante. DGH: Déficit de GH. ALS: Subunidad dcido Idbil. IGF1: Factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 3.
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2. Valores de normalidad descritos por Barrios(1e)

Aungue el método de medida y la unidad usada en el estudio de Barrios, con 150 nifios
sanos, difieren de los nuestros si podemos observar el aumento de los valores de ALS con
la edad y el estadio puberal al igual que en nuestro estudio (tabla 65).

GRUPO SEXO ALS (ug /ml) ALS (ng/ml) ALS (mU/ml)
Varones 14.27+6.06 142706060 285441212
Mujeres 15.66+4.11 15660+4110 31324822
Varones 15.91+4.63 15910+4630 31824926
Mujeres 19.07+4.34 19070+4340 3814+868
Varones 23.5248.64 2352048640  4704+1728
Mujeres 25.65+6.66 2565046660 513041332
Varones 22.56+4.60 2256044600 45124920
Mujeres 23.69+4.45 2369044450 47384890
Varones 20.88+1.94 208801940  4176+388
Mujeres 22.04+4.82 2204044820  4408+964

Tabla 65. Niveles de normalidad de ALS descritos por Barrios**¢),

ALS en nifos ALS en nifos prepuberales
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!
3500
!

1 1 1 1
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5
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Figura 77. Valores normales para la subunidad dcido labil (ALS) en mU/ml. Linea azul correspondiente a los
valores del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra
correspondiente al valor de la puntuacion 0 del Z-Score, percentil 50.

En nuestro estudio (figura 77) se observa una pendiente de aumento de los niveles de
ALS mads pronunciada en la etapa puberal, a partir de los 10 afios que desaparece en los
pacientes prepuberales donde los valores de ALS aumentan con la edad siendo el
incremento practicamente constante, sin cambios en la pendiente.



En el estudio de Ertl™), el incremento de ALS adquiere menor pendiente a partir de los
12-13 afios lo cual difiere de nuestros resultados; esto podria deberse a la existencia de
nifios pre y puberales dentro del estudio. Ertl no da datos del nimero de nifios
prepuberales y puberales y, en nuestro estudio, al separar por Tanner vemos que la
pendiente de la ALS se modifica a esa edad, siendo menos pronunciada en los nifios
prepuberales.

Al comparar los valores de ALS se observan diferencias significativas al estratificar por
sexo y al comparar pacientes prepuberales y pacientes puberales. No se objetivan
diferencias significativas entre los estadios puberales lI-V lo cual puede ser debido al bajo
ndmero de observaciones en estos estadios 0 a que los niveles de la proteina se igualan
al iniciar todos los nifios la pubertad.

En nuestro estudio observamos diferencias en los niveles de ALS entre ambos sexos en
poblacion infantil. Las nifias presentan niveles de ALS mas elevados sobre todo en época
prepuberal al igual que en los estudios de Ertl*7) y Juul™*) y en contraposicién a otros

estudios que no han hallado diferencias entre sexos!*'®) o sélo encontraron diferencias en
la época puberal™®). Esto podria ser debido al adelanto madurativo de las nifias, es decir,
el comienzo de la pubertad en el sexo femenino suele ser ,de media 1-2, afios antes que
en el sexo masculino, por lo que las nifias tendrian ese adelanto de 1-2 afios en los niveles
de ALS como podemos ver en la tabla 7, donde los niveles de ALS de las nifias
prepuberales de 9y 10 afios son similares a los de los nifios prepuberales de 11y 12 afios.

Nifios ‘ Nifias
prepuberal prepuberal
Edad Mediana SD In Mediana SDIn Med (SD In) Med (SD In)
2 1041 0,26 1366 0,19
3 1134 0,28 1238 0,27
4 1117 0,25 1380 0,33
5 1276 0,20 1580 0,20
6 1216 0,29 1559 0,25
7 1365 0,27 1788 0,27
8 1457 0,21 1714 0,20 1640 (0,19)
9 1560 0,27 1719 0,42 1815 (0,45)
10 1722 0,15 1778 0,35 1604 (0,49)
11 1997 0,44 2239 0,29 1922 (0,36)
12 1858 0,26 2128 0,36 1798 (0,29)
13 2185 0,26 1937 0,17
14 2469 0,22 2185 0,11

Tabla 7. mediana (med) de la ALS medida en mU/ml y el In de la desviacion estdndar (SD In) de la ALS para
cada grupo de edad. ALS: Subunidad dcido Idbil. SD: desviacion estdndar. Ln: logaritmo neperiano.

En los pacientes prepuberales los valores de ALS aumentan con la edad siendo el
incremento practicamente constante, sin cambios en la pendiente.

b) Valores de normalidad. IGFBP3

En nuestro estudio se observa que IGFBP3 sufren variaciones a lo largo del desarrollo
(figura 78), con un aumento de sus valores con la edad y con un mayor incremento en la
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época puberal, se observa también que existen diferencias entre ambos sexos cémo ya
habia sido descrito previamente en otros estudios?13-2%9).

Al comparar los valores de IGFBP3 se observan diferencias significativas al estratificar por
sexo y al comparar pacientes prepuberales y pacientes puberales. No se objetivan
diferencias significativas entre los estadios puberales II-V |lo cual puede ser debido al bajo
ndimero de observaciones en estos estadios 0 a que los niveles de la proteina se igualan
al iniciar todos los nifios la pubertad.

Hasta los 10 afios, en el periodo prepuberal, se objetivan niveles de IGFBP3 mas altos en
mujeres que en varones al igual que en estudios previos?'” 220 221 |0 cual podria
relacionarse con la maduracién mas temprana en el sexo femenino, con un inicio puberal
1 0 2 afos antes que en el sexo masculino igual que vimos con la ALS.

Los valores de IGFBP3 aumentan con la edad. La pendiente de aumento es practicamente
constante.

Al igual que en el estudio el estudio de Juul?®), se objetiva un aumento de IGFBP3
relacionado con la edad en todo el periodo prepuberal tanto en varones como en mujeres
y una estabilizacion de niveles incluso descenso a partir de los 14-15 afios y el estadio
puberal Ill.

En estudios previos como el de Ertl™7) también se observa una estabilizacién de los
valores de IGFBP3 a partir de los 14 afios en varones y de los 12 afios en mujeres, aunque
sus graficas no hacen distincion por estadio puberal y por lo tanto tendrian poca validez.

IGFBP3 en nifnos IGFBP3 en nifnos

8 10 12
8 10 12

IGFBP3
IGFBP3

Edad Edad

IGFBP3 en ninas IGFBP3 en ninas

10 12
10 12

IGFBP3
8
IGFBP3
8

Edad Edad

Figura 78. Valores normales para la proteina de unidén al factor de crecimiento de insulina nimero 3
(IGFBP3) en ug/ml. Linea azul correspondiente a los valores del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura
correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacion 0O del Z-
Score, percentil 50.

c) Valores de normalidad. IGF1

Clemmons y colaboradores recomendaron en el consenso de 20111%2%) que los valores de

normalidad de IGF1 deberian considerar edad, estadio puberal e IMC. Ademas, se
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IGF1

200
200

IGF1

200
200

requieren intervalos de referencia especificos por sexo en los nifios y nifias entre 6 y 18
afios. Estos valores deberian establecerse a partir de una seleccion aleatoria de
individuos sanos y transformados en desviaciones estandar apropiadas.

En nuestro estudio, los valores de IGF1 aumentan con la edad y se observa una pendiente
de aumento mas pronunciada en la etapa puberal, a partir de los 10 afios (figura 79). Este
hallazgo es consistente con los estudios previos!?13-219),

El pico puberal de IGF1 aparece antes en las nifias, de acuerdo con la literatura %39, Esto
puede estar relacionado con que la pubertad en nifios comienza a una mayor edad
cronoldgica ?*:223) En mujeres con pubertad se observa una estabilizacidn de los niveles
de IGF1 en torno a los 14 afios que no aparece en los varones ya que nuestros pacientes
tienen un maximo de 15 afios y, probablemente, debido a que la finalizacidon de la
pubertad en los varones es mas tardia. En el estudio de Ertl™”) también aparece en
mujeres esta estabilizacion de IGF1 a partir de los 14 afios, mientras se observa que en
varones aparece la estabilizacién y posterior disminucidn a partir de los 17 afios.

IGF1 en nifios IGF1 en nifios prepuberales
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Figura 79. Valores normales para el factor de crecimiento de insulina tipo 1(IGF1) en ng/ml. Linea azul
correspondiente a los valores del percentil 3-10y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil
25-75; linea negra correspondiente al valor de la puntuacidn O del Z-Score, percentil 50.

Valores de IGF1 (Immulite 2000®)

Comparamos los valores de referencia establecidos por la casa comercial de Immulite®
2000 (Siemens) estandarizado con el nuevo estandar WHO NIBSC 02/254 con los
nuestros y vemos bastantes discrepancias (tabla 66).

Segln la casa comercial, estos valores se han extraido de una poblacion sana de 500
muestras pediatricas y de adulto, pero no especifican cuantos pacientes hay en cada
tramo de edad, no estan divididos por sexo y hay varios grupos de edad comprendidos
en cada valor por lo que se compara con el valor de referencia de la edad central del
tramo, lo cual puede generar algunas diferencias. La influencia de la edad, el sexo y el

153



estadio puberal mostrada en nuestro estudio hace que los datos de Immulite® pierdan
validez.

Edad § P2,5 Varon Mujer § P50 Varén  Mujer
= 15 -3 -5,5 44 -0,8 -2,3 189 2,1 2,1
- 47 -1,5 -2,12 96 0 -0,8 231 1,9 0,9
55 -3,6 2,5 132 -0,9 -0,6 222 0,7 0,5
10-11 pei -2,2 2,3 177 -0,2 -1,4 315 0,9 0,4
12-13 gk -2,4 2,4 305 -0,1 -0,3 450 1,1 0,7
Lty 211 08 -04 322 0,7 0,3 512 2,3 1,1

Tabla 66. Valores de referencia segun el “insert” del Immulite 2000® (Siemens) (patron de referencia WHO
NIBSC 02/254) comparados con las SD obtenidas al usar nuestros estdndares. SD: Desviaciones estdndar.
P2,5: Percentil 2,5. P50: Percentil 50. P97,5: Percentil 97,5.

La gran discrepancia de los menores de 3 afios podria deberse a la ausencia de pacientes
menores de 2 afios en nuestro estudio.

Los valores minimos (p 2,5) son bastante acordes a nuestro estudio excepto en el tramo
de 14-15 afos. En nuestro estudio hay muy pocos pacientes mayores de 14 afios por lo
que este dato puede aparecer distinto.

Los datos del p50 son bastante acordes en varones, pero hay bastantes diferencias con
nuestra referencia en mujeres.

Los datos maximos (p97,5) son mas bajos que los encontrados en nuestro estudio.

d) Valores de normalidad. IGF1/IGFBP3

IGF1/IGFBP3 en nifios IGF1/IGFBP3 en nifios prepuberales

IGF1/IGFBP3

10 20 30 40 50
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IGF1/IGFBP3 en nifias IGF1/IGFBP3 en nifias prepuberales
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Figura 80. Valores normales para la relacion molar IGF1/IGFBP3. Linea azul correspondiente a los valores

del percentil 3-10 y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra
correspondiente al valor de la puntuacidn 0 del Z-Score, percentil 50.

La ratio molar IGF1/IGFBP3 ha sido descrita en estudios previos (194 224 225),
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En nuestro estudio el indice molar IGF1/IGFBP3 aumenta con la edad. La pendiente de
incremento es mayor en la época puberal (figura 80).

Este pardmetro da una idea mas precisa de la magnitud de incremento con la edad
debido al incremento mas pronunciado de IGF1 que de IGFBP3 con la edad y el desarrollo
puberal.

Los valores de este indice son significativamente mayores en pacientes puberales con
respecto a los prepuberales lo cual parece indicar que el aumento de IGF1 es mayor que
el de IGFBP3 en época puberal, coincidiendo con la mayor velocidad de crecimiento,
como ya se observé en estudios anteriores(194 213, 217, 219, 226),

e) Valores de normalidad IGFBP3/ALS

Los niveles del indice IGFBP3/ALS se mantienen practicamente constantes durante
toda la infancia, sin existir variaciones significativas entre pacientes puberales vy
prepuberales (figura 81).
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Figura 81. Valores normales para la relaciéon molar IGFBP3/ALS. Linea azul correspondiente a los valores del
percentil 3-10 y 90-97; linea purpura correspondiente a valores de percentil 25-75; linea negra
correspondiente al valor de la puntuacion 0 del Z-Score, percentil 50

7. 3 Variaciones de IGF1, IGFBP3 y ALS segun el desarrollo.

En nuestro estudio se observa que IGF1 e IGFBP3 sufren variaciones a lo largo del
desarrollo (figuras 78 y 79) con un aumento de sus valores relacionado con la edad y con
una velocidad de aumento mayor en la época puberal como ya habia sido descrito
previamente en otros estudios?13-219),

El pico puberal de IGF1 aparece antes en las mujeres que en los varones, al igual que se
habia apreciado en trabajos previos?*” 223 |o cual se corresponde con la aparicién
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fisiolégica mads precoz del estiron puberal en mujeres. En mujeres con pubertad se
observa una estabilizacion de los niveles de IGF1 en torno a los 14 aflos que no aparece
en los varones ya que nuestros pacientes tienen un maximo de 15 afios y, probablemente,
debido a que la finalizacion de la pubertad en los varones es mas tardia. En el estudio de
Ertl™7) también aparece en mujeres esta estabilizacidn de IGF1 a partir de los 14 afios,
mientras se observa que en varones aparece la estabilizacion y posterior disminucioén a
partir de los 17 afios

Hasta los 10 afios, en el periodo prepuberal, se objetivan niveles de IGFBP3 mas altos en
mujeres que en varones al igual que en estudios previos?17, 220, 221),

Los valores de IGFBP3 aumentan con la edad. La pendiente de aumento es practicamente
constante, con un ligero aumento en la época puberal, a partir de los 10 afios.

En nuestro estudio se observa una pendiente de aumento de los niveles de ALS mas
pronunciada en la etapa puberal, a partir de los 10 afios que desaparece en los pacientes
prepuberales donde los valores de ALS aumentan con la edad siendo el incremento
practicamente constante, sin cambios en la pendiente (figura 77). En el estudio de
Ertl™7), el incremento de ALS adquiere menor pendiente a partir de los 12-13 afios lo
cual difiere de nuestros resultados; esto podria deberse a la existencia de nifios pre y
puberales dentro del estudio.

La magnitud de las variaciones de la IGFBP3 es menor que la de la IGF1 por lo que se
observa mayor variacién en el indice IGF1/IGFBP3 que en el indice IGFBP3/ALS a lo largo
del periodo infantil (figuras 80y 81).

7.4 Variaciones en pacientes con talla baja sin tratamiento.

En el estudio estadistico multivariante mediante analisis discriminante se observa que la
talla y los niveles de IGF1 medidos en SD tienen cierto impacto en la clasificaciéon de los
pacientes en uno u otro tipo de talla baja, pero con la funcién discriminante se
clasificarian correctamente Unicamente el 38,5% de los casos originales.

a) DGH:

Los niveles de ALS son significativamente menores en los pacientes con DGH respecto al
resto de causas de TB por lo que la medicion de la ALS junto con el resto de los factores
de crecimiento podria ser (til para el diagndstico de esta patologia, ya que también los
niveles de IGF1 e IGFBP3 son significativamente menores en los pacientes con respecto
al resto de etiologias de TB.

Los valores de ALS, IGF1 e IGFBP3 en DGH se encuentran por debajo de -1SD en
practicamente la totalidad de los pacientes y, en muchos de ellos, por debajo de -2SD.
Algunos estudios previos objetivaron hallazgos coincidentes a los nuestros *?) pero otros
no encuentran que la medicion de la ALS afiada ningun valor en el diagndstico del déficit
de GH®Z?7),

Previamente ya se habian descrito niveles menores de ALS, IGFle IGFBP3 en pacientes
con DGH con respecto a pacientes con TB de otra etiologia(?*? 228,

En los pacientes sin tratamiento, el indice IGF1/IGFBP3 es significativamente mas bajo en
DGH con respecto a PEG con TB, encontrandose valores por debajo de la media (0SD) en
todos los pacientes con DGH. Estos hallazgos son coincidentes con estudios previos?*).
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Probablemente los valores de IGF1, IGFBP3, ALS y el indice IGF1/IGFBP3 sean mas bajos
en los pacientes con DGH por un mecanismo de regulacion hormonal. La GH es la
responsable de la produccion de IGF1, IGFBP3 y ALS en el higado por lo que es esperable
que estos factores de crecimiento estén disminuidos en los pacientes con DGH. Los
niveles de IGF1/IGFBP3 podrian ser menores debido a una regulacion por efecto
paracrino de la IGF1. Las proteinas IGFBP3 y ALS actian como transportadores de IGF1
por lo que su expresion podria verse regulada por los niveles de IGF1 circulante ademas
de por la GH. Asi la IGF1 estimularia de manera paracrina al higado para la produccion de
IGFBP3 y ALS que permitan alargar la vida media de la poca IGF1 disponible.

Todos estos datos apoyan el uso de los biomarcadores del eje de la GH, acompafiando a
los datos antropomeétricos, para ayudar al diagndéstico diferencial entre el DGH vy el resto
de las causas de talla baja.

En el analisis multivariante mediante HJ-biplot observamos que los pacientes con DGH y
algunos pacientes con talla baja por otro motivo presentan talla menor al resto de
pacientes ya que se sitlan a la cola del vector talla en el eje 2. Ademas, la variable IGF1
tiene una alta contribucién al eje 1 lo que nos permite distinguir que los pacientes con
DGH presentan niveles menores de este factor de crecimiento con respecto al resto de
causas de TB, ya que la mayoria de los pacientes con DGH se encuentran en la cola del
vector de IGF1.

b) PEG:

Los nifios PEG representan aproximadamente un 20% de los nifios con talla baja???).
Alrededor del 90% de los nifios PEG logran realizar un catch up correcto en los primeros
afios de vidal?3% 231, Sin embargo, los nifios PEG sin catch up que no reciben tratamiento
con GHr alcanzan una talla menor a su talla diana(?3?).

No se conoce claramente la razén por la que algunos nifios PEG no consiguen hacer catch
up. Se han propuesto alteraciones en el eje de la hormona de crecimiento para explicar
este pobre catch up?*23® | Ahora bien, hay que tener en cuenta que dentro del
diagnodstico de PEG encontramos multiples etiologias como pueden ser displasias dseas
leves, sindromes y otros problemas, en los que probablemente se encuentren
alteraciones parciales del eje de la GH (déficits parciales de GH o IGF1), que hacen que
los niflos PEG sean dificiles de encuadrar desde el punto de vista bioquimico cuando se
analizan como grupo.

Renes™*) describié que los niveles de IGF1, IGFBP3 y ALS en poblacidn PEG sin catch up
eran menores que en poblacion sana. Los niveles de IGF1 e IGFBP3 fueron <-1SD con
respecto a los controles sanos y los niveles de ALS fueron alrededor de -0,5SD (164 165),
También se ha descrito que los nifios PEG presentan niveles de IGFlen sangre de corddn
menores que los nifios de tamafio adecuado para su edad gestacional(?3®).

En nuestro estudio, los niveles de IGF1 e IGFBP3 en nifios PEG se situaron entre -1y +1SD
por lo que se encontrarian dentro de limites normales, tanto en nifios PEG con talla baja
como sin talla baja. Los niveles de ALS si aparecen ligeramente disminuidos en nifios PEG
con talla baja, situandose entre 0 y -2SD.

Marzano y colaboradores encontraron que los niveles de IGFBP3 y su promotor TP73 en
células sanguineas de niflos PEG son significativamente menores comparados con los
niveles en nifios sanos'?3”). E| estudio de Marzano recoge sélo 16 nifios PEG de 9,08+3,87
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afios y los compara con 14 nifios no PEG de 9,53 3,62, por lo que los niveles de IGFBP3
son poco valorables.

En el estudio univariante no encontramos diferencias significativas en los valores de ALS,
IGF1, IGFBP3 ni los indices IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS entre PEG con vy sin TB por lo que
la medicion de estos pardmetros no seria Util para predecir la existencia o no de catch up
en estos pacientes.

Tras realizar el analisis discriminante no encontramos significacién en ninguno de los
factores de crecimiento incluidos en el analisis.

Con el andlisis multivariante mediante HJ-biplot analizando conjuntamente los niveles de
factores de crecimiento tampoco encontramos diferencias significativas entre los grupos.

a) TBl

La diferenciacién entre los distintos tipos de talla baja idiopatica (RCCD, TBF y TBI
propiamente dicha), es un reto diagndstico ya que las caracteristicas clinicas de estos
pacientes pueden solaparse. El diagndstico de RCCD es una variante de la normalidad y
estos pacientes presentan talla baja durante una época de su vida, pero acaban
presentando una talla acorde a su diana al final de la pubertad. Hasta que aparece el
inicio puberal, estos pacientes pueden precisar varias pruebas diagnodsticas para
descartar otras alteraciones.

Tras comprobar en el andlisis univariante que no existen diferencias significativas en
ninguna de las variables estudiadas entre RCCD, TBF y TBI propiamente dicha, realizamos
un andlisis multivariante para buscar posibles patrones que eviten la realizacion de
multiples pruebas diagnodsticas, algunas de ellas invasivas, a este tipo de pacientes.

Se realiza un analisis discriminante buscando las variables que podrian servirnos para
clasificar a los pacientes con sospecha de TBI en los tres grupos descritos y no
encontramos significacién estadistica en el uso de ninguno de los factores de crecimiento,
solo la talla medida en SD parece tener cierto impacto para diferenciar estos tres grupos
de pacientes, aunque con un pobre 50% de éxito de la ecuacion discriminante resultante.
Analizamos conjuntamente los niveles de factores de crecimiento (disponibles en un
analisis sanguineo) y la talla mediante la realizacion de HJ-biplot, pero tampoco
encontramos diferencias significativas entre los grupos.

7.5 Variaciones en pacientes con talla baja con tratamiento.

El principal objetivo del tratamiento con GHr en los nifios con talla baja es conseguir una
talla adulta en el rango normal y cercana al potencial genético de cada nifio. Para alcanzar
este objetivo se usan distintas estrategias como usar dosis de GHr ajustada por peso,
individualizar la dosis de GHr usando modelos de crecimiento y valorar la dosis segun los
niveles de IGF1( 238 239),

Hasta el momento, no se han definido niveles diana de IGF1 para optimizar el balance
entre ganancia de altura y riesgos potenciales.

Aungue la monitorizacion de los niveles de los factores de crecimiento es sencilla y los
cambios producidos durante el tratamiento con GHr en los niveles de IGF1, IGFBP3, ALS
y en los indices que los relacionan podrian ser utilizados como un indice de la capacidad
de respuesta al tratamiento con GHr y la potencial aparicién de efectos adversos, no
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existe suficiente evidencia para instaurar su uso como monitorizacién del tratamiento
con GHr®),

Esto seria util para facilitar la decision de ajuste de dosis en la practica clinica,
principalmente en aquellos pacientes en los que se usan altas dosis de GHr.

Al analizar el total de muestras recogidas en nuestro estudio vemos que los niveles de
ALS e IGF1 aumentan de forma significativa en todos los pacientes tratados con GHr.

El aumento de los niveles de ALS con el tratamiento con GHr en pacientes con DGH fue
descrito también por Labarta y colaboradores, aunque el tamafio muestral de su estudio
era pequefio?).

En pacientes con déficit de ALS, Kumar*® Scaglia®™®, Grandonel'’®) y Domené1””)
objetivaron buena respuesta a tratamiento con GHr, mientras que previamente se habia
descrito mala respuesta al tratamiento con GHr en estos pacientes en el estudio

colaborativo realizado en 2009134,

148 150 178

Los niveles mayores de IGF1 en pacientes con tratamiento con GHr son consistentes con
estudios previos(179 228 238,240, 241) | ager v colaboradores!'”® describieron el aumento de
IGF1 tras el tratamiento con GHr en pacientes con DGH, en pacientes con DGH adquirido
el incremento de los niveles de IGF1 fue significativamente mayor con respecto a los
pacientes con DGH congénito.

En nuestro estudio, los niveles de IGFBP3 son mayores en las muestras de pacientes PEG,
TBI y DGH que reciben tratamiento con respecto a aquellos que no reciben GHr, al igual
que se habia demostrado en estudios previos!179, 228, 238, 240, 241)

En cuanto a los indices, en nuestro estudio las SD del indice IGF1/IGFBP3 varia de forma
significativa en el andlisis general de las muestras dependiendo de la presencia o ausencia
de tratamiento con GHr. El incremento de este indice se demostré en estudios previos'?2®).
Esto hace pensar que proporcionalmente se eleva mas la IGF1 que la IGFBP3, ya que el
indice se hace mayor. Por tanto, podemos decir que habria mas IGF1 circulante que,
finalmente, es la que hace el efecto.

No se encuentran diferencias estadisticamente significativas en el indice IGFBP3/ALS
entre muestras de pacientes con y sin tratamiento con GHr. Esto sugiere que IGFBP3 y
ALS se incrementan de forma paralela con el tratamiento, lo cual seria légico ya que
forman parte del complejo ternario y no circulan aisladas.

El tratamiento de pacientes con RCCD se encuentra fuera de indicacion y en nuestro
estudio sélo hay un paciente con diagndstico de RCCD que recibe tratamiento con GHr
de forma privada por lo que los resultados no son estadisticamente valorables.

Al analizar mediante datos apareados las distintas variables en los pacientes en los que
tenemos mediciones con vy sin tratamiento observamos que los niveles de IGF1 y ALS
aumentan de forma significativa tras iniciar tratamiento en los pacientes con DGH, TBl y
talla baja por otro motivo.

159



Por otro lado, los niveles de IGFBP3 se elevan en DGH y TBI, pero no en los pacientes con
talla baja de otra etiologia posiblemente debido a la mezcla de diagndsticos y perfiles en
este Ultimo grupo. Consecuentemente sélo se encuentra elevacion estadisticamente
significativa del indice IGF1/IGFBP3 en los pacientes con talla baja por otro motivo que,
ademas son los que presentan una mayor dosis media de tratamiento con GHr.

Los datos apareados en RCCD y PEG no son valorables en nuestro estudio ya que solo
contamos con un paciente de cada grupo

Al realizar el andlisis discriminante se observa que las variables con mds valor para
diferenciar los pacientes con y sin tratamiento son los valores de IGF1 e IGFBP3 medidos
en SD, por lo que serian estas variables las que mas se modifican con el tratamiento. Los
valores de ALS y los indices tendrian, por lo tanto, valores menos diferenciadores entre
los pacientes con y sin tratamiento.

En el andlisis multivariante mediante HIJ-biplot observamos que los pacientes con
tratamiento presentan niveles mas elevados de IGF1, IGFBP3, ALS y el indice IGF1/IGFBP3.
En los biplots también se observa que la mayor contribucion a la diferenciacién de los
clusteres de pacientes con y sin tratamiento se debe a la aportacién de las variables IGF1
e IGF1/IGFBP3 medidas en SD.

En cuanto a la dosis de GHr, Léger y colaboradores?’® encontraron que los niveles de
IGF1 SD se correlacionaban con la dosis de GHr en pacientes con DGH. En el estudio de
Tillmann también se observd que, durante el tratamiento con GHr, los niveles de IGF1 SD
y del indice IGF1/IGFBP3 se correlacionaban positivamente con la dosis de GHr medida
en dosis/m?/semana pero no con la dosis/kg/semana en ambos grupos de tratamiento
(DGH y no DGH)28),

En nuestro estudio, el nivel de ALS medida en desviaciones estdndar se correlaciona de
forma positiva con la dosis por Kg de GHr recibida en los pacientes con TBI y DGH, no
ocurriendo esta correlacion en nifios PEG con talla baja. Los niveles de IGFBP3 (IGFBP3
SD) sdlo se correlacionan con la dosis de GH por kg en los nifios con DGH. Los niveles de
IGF1 medidos en SD y del indice IGF1/IGFBP3 molar se correlacionan con la dosis por kg
en DGH, TBI y nifios PEG con TB.

Al realizar el analisis multivariante observamos que las variables con mas impacto en la
clasificacion del tipo de talla baja relacionada con la dosis son la dosis por kilogramo y los
niveles de IGF1. Esto tiene sentido ya que somos nosotros los que fijamos la dosis por
kilogramo de cada paciente dependiendo del tipo de diagndstico. También apoya la
relacion de la dosis con el nivel de IGF1 medido en SD.

En el analisis multivariante observamos que los niveles de IGF1 e IGFBP3 medidos en SD
son los que mas se correlacionan de forma positiva con la dosis de GHr. Vemos también
que la dosis es menor en los pacientes con DGH, lo cual es consistente con el tratamiento
protocolizado con GHry que estos pacientes presentan menores niveles de IGF1 medidos
en SD.

Con todo esto parece claro que es en los nifios con DGH en los que la GHr es mas
importante ya que aumentan todos los actores (ALS, IGF1 e IGFBP3) de forma
dependiente de la dosis.
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7.6 Genética y ALS:

El rapido avance tecnoldgico ha generado nuevas causas genéticas para la talla baja
sindrédmica y no sindrémica. Distintos estudios sugieren que el uso de secuenciacidon
genética en TBI podria resultar en guias clinicas de tratamiento mas especificas, disminuir
el coste de procedimientos de diagndstico y tratamiento y reducir la variabilidad entre
distintos facultativos(?42-244),

El consenso sobre talla baja en el nifio publicado en 2019®) describe que el fenotipo vy el
desarrollo de scores clinicos incluyendo datos de laboratorio pueden guiar a los médicos
para decidir que test genéticos pueden ser Utiles en cada caso.

En 2012, Wit et al®™3 estudiaron 9 pacientes con fenotipo de insensibilidad a GH, con
estatura <2SDy niveles de IGF1<2SD, encontrando 3 mutaciones en STAT5By 2 en IGFALS.
En 2013, Wang et al®* realizaron un analisis mutacional basado en secuenciacién masiva
de nueva generacion (NGS) analizando 1077 genes asociados al crecimiento en 192 nifios
con TBI y 192 controles. En este estudio se encontraron cambios en varios nucleétidos
que estaban presentes sélo en el pool de nifios con TBI, pero la contribucion de las
mutaciones monogénicas en la TBI sigue sin estar aclarada. En 2017, Hattori et al®") han
realizado un nuevo andlisis NGS en 86 nifios japoneses con TBI estudiando los genes
descritos previamente encontrando 4 pacientes con mutaciones probablemente
patoldgicas en el gen ACAN y otras 14 variantes de la normalidad en los genes FGFR3,
GHRHR, GHR, IGFALS, IGFIR y STAT5B.

En 2019, Kumar et al*8) realizaron secuenciacidn bidireccional en 61 nifios indios con TBI
y encontraron 3 mutaciones en el gen IGFALS (una de ellas de significado incierto) de
entre los 39 pacientes que presentaban IGF1 <1SD. También en 2019, Plachy et al*®”
secuenciaron el genoma de 33 nifios checos con talla baja familiar severa (talla >-2,55D)
encontrando una mutacién en IGFALS.

Todos estos avances hacen plantearnos si las pruebas genéticas se convertiran pronto en
uno de los primeros pasos para la evaluacion de los nifios con talla baja?4¢ 247

En nuestro estudio, se analizé dentro de un estudio de exoma el gen IGFALS en algunos
pacientes, dentro del manejo llevado a cabo por su talla baja. Se hallaron variantes
benignas o de probable significado benigno en 36 pacientes. El déficit de ALS es una
enfermedad de herencia recesiva, por lo que seria necesaria la presencia de mutaciones
en los dos alelos del paciente. AUn asi, mutaciones en uno solo de los alelos podrian
generar niveles menores de ALS.

Encontramos variantes benignas del gen IGFALS en 6 pacientes que recibian tratamiento
con GHr y solo tenemos mediciones de los niveles de ALS mientras recibian tratamiento
con GHr. Ya que, como hemos comentado previamente, los niveles de ALS se elevan con
el tratamiento, no podriamos valorarlos correctamente.

Se observo la presencia de variantes de significado benigno en 6 pacientes con niveles de

ALS por debajo de 2SD: 3 pacientes con TBI, una paciente con DGH, una paciente con
RCCD y 2 pacientes con talla baja por otra patologia.
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Se hallaron también variantes benignas del gen IGFALS en 24 pacientes mas, con niveles
de ALS dentro de los limites normales. Domené y colaboradores describieron en 201315
la presencia de 22 variantes genéticas en IGFALS en un estudio con 79 pacientes con TBI
y 188 controles. Esas variantes fueron frecuentes en aquellos nifios que presentaban
niveles mas bajos de IGF1, IGFBP3 y ALS. También se encontré alguna de estas variantes
en los controles con talla normal. Estos datos concuerdan con los predictores de
patogenicidad establecidos como benignos

7.7 Limitaciones:

Nuestro estudio incluye un numero sustancial y homogéneo de niflos sanos, pero
presenta algunas limitaciones.

En primer lugar, el nimero de pacientes puberales en nuestro estudio no es lo
suficientemente alto como para poder realizar graficas de normalidad fiables en este
grupo de pacientes. Tras la presentacion de este trabajo, se seguiran recogiendo
pacientes para construir graficas de normalidad fiables también en pacientes puberales
sanos.

En segundo lugar, la retirada de método de determinacion de IGF1 usado inicialmente
(WHO NBSC IS 87/518), obligd a convertir los valores de IGF1 iniciales a un valor
equivalente al método que se usa actualmente (WHO NBSC IS 02/254). Para llevar a cabo
esta conversién se hizo un estudio previo™® en nuestro laboratorio en el que se
incluyeron 113 sujetos, se efectlo la medicién de IGF1 con ambos métodos y se validé la
formula de conversién. Los valores del nuevo método muestran una correlacion y una
concordancia muy buenas respecto al antiguo, donde el 95,6% de los puntos se
encontraban dentro de los limites éptimos.

Por otro lado, se ha estudiado el gen IGFALS en los pacientes a los que se ha realizado un
exoma completo para el estudio de su talla baja hallando algunas variantes benignas de
este gen, pero ninguna de significado patolégico. Debido a la existencia de fondos
limitados, este estudio solo se ha realizado en 6 pacientes de los 56 nifios con talla baja
que presentan niveles de ALS por debajo de -2 SD por lo que la informacion genética es
poco valorable.

En un proximo estudio se intentard el estudio del resto de pacientes con niveles bajos de
ALS. A estos pacientes se les secuenciara el gen IGFALS sondeando posibles alteraciones
en dicho gen. Con el presupuesto restante, en aquellos con niveles patoldgicos de ALS,
integridad el gen IGFALS se estudiara, en la medida de las posibilidades presupuestarias
(no existe bibliografia sobre el porcentaje de nifios con nifios con baja ALS e integridad
del gen IGFALS), el resto de los genes de la cadena de la GH.
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8. Conclusiones

1. Los niveles de ALS y del resto de factores de crecimiento y sus indices sufren
variaciones a lo largo del desarrollo relacionadas con la edad, el sexo y el estadio puberal,
siendo mas marcadas estas diferencias en la etapa puberal.

2. Se han calculado valores de normalidad y realizado graficas de normalidad de ALS y del
resto de factores de crecimiento y sus indices, basados en edad y sexo, que son Utiles
para la valoracion del nifio con talla baja.

3. El método GAMLSS es Util para crear graficas de percentiles.

4. Los niveles de ALS y del resto de factores de crecimiento se correlaciona de forma
positiva con la talla, el peso y el IMC.

5. Los pacientes con déficit de hormona de crecimiento presentan niveles de ALS vy el
resto de factores de crecimiento marcadamente disminuidos. La determinacién de ALS
es Util en estos pacientes, como sefiala el estudio multivariante mediante HJ-biplot.

6. La determinacién de ALS y del resto de factores de crecimiento en los pacientes
pequefios para la edad gestacional no es de utilidad para predecir cual de ellos realizara
una recuperacién adecuada de talla.

7. Un numero significativo de pacientes con talla baja idiopatica (20%) presentan niveles
disminuidos de ALS.

8. El analisis discriminante no ha arrojado resultados positivos para poder crear modelos
de clasificacién que permitirian disminuir el nimero de pruebas invasivas para diferenciar
pacientes con RCCD, TBF y TBI ni para clasificar nifios PEG con o sin talla baja.

9. El tratamiento con hormona de crecimiento recombinante incrementa de forma
significativa los niveles de ALS e IGF1 en todas las indicaciones de tratamiento, sobre todo
en el déficit de GH, sin que parezca que los niveles iniciales de GH condicionen la
respuesta. El andlisis multivariante revela que la dosis de GHr se correlaciona de forma
positiva con los niveles de IGF1 e IGFBP3, menos con los de ALS.

10. El indice IGF1/IGFBP3 es el parametro que mas significativamente varia tras el inicio
de tratamiento con GHr, lo que parece indicar que la mayor elevacion se produce en la
IGF1 circulante. Ademas, en el analisis mediante HJ-biplot vemos que el factor que mas
contribuye a la separacion de clisteres entre pacientes con y sin tratamiento es la IGF1.

11. No hemos encontrado ninguna mutacién patoldgica en el gen IGFALS en los pacientes

estudiados, pero si encontramos la presencia de variantes benignas en pacientes con talla
baja y niveles bajos de ALS.
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ANEXO |: Estadistica descriptiva y
correlaciones de los nifos sanos con
talla normal

Se recogen muestras de 446 pacientes sanos con talla normal. Se analizan los datos de
267 varonesy 179 mujeres. Los datos descriptivos de la muestra se recogen en las tablas
67-69.

. Rango
SR STWiD) izl intercuartilico
Edad Nifios = 0,94 (0,00) 7,1 5,92 002
consulta Nifias = 0,98 (0,05) 8,2 4,99 ’
Nifios = 0,98 (0,002) -0,22 1,06
P D 0,71
esoS Nifias | 0,97 (0,008)  -0,24 12
Nifios = 0,98 (0,008) -0,35 1,2
IMC SD 0,49
S Nifias | 0,98 (0,07) -0,22 1,23
Edad Nifios  0,94(0,00) 39 2 0006
Gestacional = Nifias | 0,93 (0,00) 40 1 ’
Nifios = 0,98 (0,002) -0,1 1,48
PRN SD 0,44
> Nifias | 0,99 (0,56) -0,09 1,25

Tabla 67. Descripcidn de la muestra de nifios sanos. SW: Shaphiro-Wilk. U: U de Mann-Whitney. SD:
Desviaciones estdndar. IMC: indice de Masa Corporal. PRN: Peso de recién nacido.

Sexo SW (p) Media Desviacion tipica p (t)
Nifios 0,98 (0,04) 0,06 0,99
Talla SD 0,80
alla s Nifias | 0,98 (0,02) 0,03 1,06
Nifios 0,99 (0,14) 0,19 0,93
4
LRN SD Nifias | 0,97 (0,02 0,11 0,91 0,48

Tabla 68. Descripcidn de la muestra de nifios sanos. SW: Shaphiro-Wilk. t: t de Student. SD: Desviaciones
estdndar. LRN: Longitud de recién nacido.

N(I‘;())S Nifias (%) Tanner Nifios (%)  Nifas (%)
(o]
2-4 | 52(19,5) | 19(10,6) | | 222(83,1) | 121(67,6)
4-6 52 (19,5) | 26(14,5) >| | 45 (16,9)

Bdad oo 1a3(161) | 43(29) | TaMe |/ | 16 (5) 16 (8,9)

consulta 8-10 | 47 (17,6 33 (18,4 (Estadio [ 10 (3,7 14 (7,8
(aﬁos) - ( ’ ) ( ’ ) puberal) ( ’ ) ( ’ )
10-12 | 27(10,1) | 25 (14) IV | 15(5,6) 15 (8,4)

>12 46 (17,2) | 33(18,4) Vv 4(1,5) 13 (7,3)

Tabla 69. Datos descriptivos de la muestra de nifios sanos.
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Los niveles de ALS, IGF1 e IGFBP3 se correlacionan en ambos sexos significativamente de
forma positiva entre ellas y con la edad de consulta (tabla 70) en todos los pacientes
excepto en los nifios puberales, en los que desaparece la correlacién con la edad.

R PEARSON IGF1  IGFBP3  ALS  edad D
ALS 0,684 0,577 1 06 0,00
Muestra tofal IGFBP3 | 0,601 1 0577 0,514 0,00
IGF1 1 0,601 = 0,684 0,705 0,00
Edad = 0705 @ 0,514 0,6 1 0,00
ALS 0,718 = 0,655 1 0,695 0,00
Nifos = IGFBP3 = 0,640 1 0,655 0,603 0,00
IGF1 1 064 0,718 0771 0,00
Sexo Edad 0771 @ 0603 0,695 1 0,00
ALS 0,593 0,398 1 0422 0,00
\ifae | |GFBP3 0,497 1 0398 0,35 0,00
IGF1 1 0,497 0593 0619 0,00
Edad = 0619 = 035 | 0422 1 0,00
N ALS 0,55 0,58 1 0,545 0,00
T':::esr IGFBP3 | 0,55 1 058 = 049 0,00
| IGF1 1 0,55 055 0647 0,00
Edad = 0647 = 049 0,545 1 0,00
Nifos | ALS 0453 0,403 1 NS <001
O IGFBP3 | 0375 1 0,403 NS <001
N IGF1 1 0,375 = 0,453 NS <001
Sexo y Tanner Edad NS NS NS 1 NS
N ALS 0,625 0,412 1 0239 <001
TN'”aS IGFBP3 | 0,472 1 0412 = 0,237 | <001
anlner IGF1 1 0,472 0625 0450 0,00
Edad 045 | 0,237 | 0,239 1 <0,01
N ALS 0,277 NS 1 NS <005
TNa':r?; IGFBP3 | 0,292 1 NS NS | <0,05
N IGF1 1 0292 0277 NS | <0,05
Edad NS NS NS 1 NS

Tabla 70. Correlaciones entre ALS, IGF1, IGFBP3 y edad estratificadas por sexo y estadio puberal. SD:
desviacion estdndar. NS: No significativo.

Los valores de ALS, IGF1 e IGFBP3 se correlacionan de forma positiva con las SD de talla,
pesoy el IMC, pero no con los datos antropomeétricos al nacimiento (tabla 71).

R PEARSON IMC SD TALLASD  PESOSD LRN SD PRN SD p
ALS 0,203 0,143 0,169 NS NS <0,01
IGF1 0,226 0,164 0,220* NS NS <0,01

IGFBP3 0,150 0,126 0,109 NS NS <0,01

Tabla 71. Correlaciones entre ALS, IGF1 e IGFBP3 con talla, indice de masa corporal (IMC), peso, longitud de
recién nacido (LRN) y peso de recién nacido (PRN). SD: desviacion estdndar. ALS: Subunidad dcido Idbil. IGF1:
Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de union al factor de crecimiento similar
a la insulina tipo 3. *p=0,02 (resto de p<0,01).
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1. ALS (mU/ml)

Se comprueba que la ALS sigue una distribucién no normal mediante la prueba Shaphiro-
Wilk (tablas 72y 73) y graficos Q-Q (Figuras 101y 102). Se realizan graficos cuantil-cuantil
(Q-Q) de normalidad para la ALS separados por sexo. Se observa que en mujeres los datos
se acercan a la normalidad ya que estan colocados practicamente en la linea recta, lo cual
coincide con el resultado de la prueba de Shaphiro-Wilk (p>0,05) y en los varones
observamos que los puntos se alejan de la recta, especialmente a la derecha del grafico.
La distribucién presenta una asimetria positiva, la cola a la derecha de la mediana es mas
larga que a la izquierda.

Grafico Q-Q normal de ALS Grafico Q-Q normal de ALS

para Sexo= VARON para Sexo= MUJER

Normal esperado
Normal esperado

T T T T T . . . . .
0 1.000 2.000 3.000 4.000 H 1.000 2.000 3.000 4.000

Valor observado Valor observado

Figura 101. Grdfico Q-Q de ALS en nifios Figura 102. Grdfico Q-Q de ALS en nifias

Al comparar los valores de ALS se observan diferencias significativas al estratificar por
sexo y al comparar pacientes prepuberales y pacientes puberales (tablas 72 y 73).

No se objetivan diferencias significativas entre los estadios puberales II-V (Tras realizar
test Kruskall-Wallis con p=0,38).

. Rango
AV SW (p) Mediana P25 P75 intercuartilico P (V)
Total 1557 1229,2  1925,2 696

Sexo Nifios 0,96 (0,00) 1413 1102 1846 744 000
Nifias 0,98 (0,10) 1697 1404 2059 655 ’

Tanner Tanner 1 | 0,99 (0,01) 1413 1156 1743 587 000
Tanner>1 0,99 (0,07) 2092,1 1714 | 2457,8 743,8 ’

Nifios Tannerl ' 0,98 (0,00) 1342 1054,3 | 1623,5 569,2 000
Tanner>1 0,97 (0,39) 2170 1884,2 « 2573,4 689,2 ’

Nifias Tanner| | 0,98 (0,13) 1580 1331,9 | 1890,2 558,3 000
Tanner >l 0,98 (0,32) 2012,5 1630,3 2400,1 769,8 ’

Tabla 72. Niveles de ALS estratificados por sexo y edad. SW: Shaphiro-Wilk. U: U de Mann-Whitney. ALS:
Subunidad dcido Idbil. P25: Percentil 25. P75: Percentil 75.

ALS SW (p) Media Desviacién Tipica P (t) \
~ Tanner| 0,98 (0,13) 1616,01 439,03

N
N85 Tannersl | 0,98(0,32) 200877 455,26 0,00

Tabla 73. Niveles de ALS en nifias. t: t de Student. SW: Shaphiro-Wilk. ALS: Subunidad dcido Idbil.
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2. IGFBP3 (ug /ml)

Se comprueba que la IGFBP3 sigue una distribucién no normal mediante la prueba de
Shapiro-Wilk (tabla 74) y graficos Q-Q (Figuras 103 y 104).

Cuando la distribucion es normal y se ajusta a la tedrica los puntos se representan en
linea recta en la diagonal.

La curva presente en nuestros datos nos indica que existe asimetria a la derecha o
asimetria positiva, con concentracidn de casos en los valores bajos y cola alargada hacia
los valores superiores de la distribucién, es decir, hay valores mas separados de la
mediana a la derecha.

Grafico Q-Q normal de BP3 total
para Sexo= VARON

Grafico Q-Q normal de BP3 total
para Sexo= MUJER

. #

6 0°

Normal esperado
Normal esperado

Oo

T T T T T T
0 2 4 6 8 10 H H 3 3 12

Valor observado Valor observado

Figura 103. Grdfico Q-Q de IGFBP3 en nifios Figura 104. Grdfico Q-Q de IGFBP3 en nifias
No se objetivan diferencias significativas entre los estadios puberales II-V (Tras realizar
test Kruskall-Wallis con p=0,92). se observan diferencias significativas al estratificar por
sexo y al comparar pacientes prepuberales y pacientes puberales (tabla 74).

. Rango
IGFBP3 SW (p) Mediana P25 intercuartilico
Total 45 3,7 54 1,7
coro | Nifos  0,96(0,00) 4,2 34 52 1,8 0.00
Nifias | 0,94(0,00) 5 41 57 16 '
Tanner1 0,93 (0,00) 4,2 3,5 5 1,5
T 0,00
ANeT  ranners1 | 0,99 (0,4) 56 49 68 1,9
. Tannerl 096(0,00) 4,1 32 | 48 1,6
N 0,00
MOS  Tanner>1 0,98(0,85) 5,7 49 69 2
. Tanner! 085(0,000 46 3,9 53 1,4
NInas o nner > | 0,98 (0.24) | 5,6 51 65 1,4 0,00

Tabla 74. Niveles de IGFBP3 estratificados por sexo y edad. SW: Shapiro-Wilk. U: U de Mann-Whitney.
IGFBP3: proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. P25: Percentil 25. P75:
Percentil 75.
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3. IGF1 (ng/ml)

Durante el transcurso del estudio se produjo un cambio en la determinacién de IGF1 por
parte del laboratorio adoptando un nuevo estandar (WHO NBSC IS 02/254) que modificd
los valores de IGF1 totales siendo éstos mas bajos con el nuevo método como fue
demostrado en un estudio realizado en nuestro laboratorio*®?, por lo que los valores de
IGF1 previos a octubre de 2016 se convirtieron segun la férmula descrita para poder
comparar todos los valores de IGF1 en igualdad de condiciones:

Nuevo método = 6,053 + 0,754 (antiguo método) (p=0,00; R?=0,994)

Tras realizar test de Shapiro-Wilk (tabla 75) y los graficos Q-Q (Figuras 105 y 106) se
comprueba que la IGF1 no sigue una distribucion normal.

Gréfico Q-Q normal de IGF1_OK
para Sexo= MUJER

Grafico Q-Q normal de IGF1_OK
para Sexo= VARON

Normal esperado
Normal esperado

T T T T T T T T T T T
-200 0 200 400 600 800 0 200 400 600 800

Valor observado Valor observado

Figura 105. Grdfico Q-Q de IGF1 en nifios Figura 106. Grdfico Q-Q de IGF1 en nifias

Se objetivan diferencias en los niveles de IGF1 entre sexos y presencia o ausencia de
pubertad (tabla 65). Se objetivan diferencias significativas entre los estadios puberales II-
V (Tras realizar test Kruskall-Wallis con p=0,013).

. Rango
SW (p) Mediana P25 P75 intercuartilico
Total 154,6 95,8 | 237,9 142,1
Nifios 0,88 (0,00) 127,5 81,5 206,6 125,1
Sexo -~ 0,00
Nifias 0,94 (0,00) 191,2 125,1 | 271,1 146
Tanner Tanner 1 | 0,93 (0,00) 124,7 86,6 181,5 94,9 000
Tanner>1 0,97 (0,02) 306 229,2 372,55 143,3 !
. Tannerl | 0,92 (0,00) 108,5 76,9 170,1 93,2
Nifos 0,00
Tanner>1 0,97 (0,85) 291,1 231,1 | 375,1 144
- Tanner | | 0,91 (0,00) 153,5 112 204 92
Nifas 0,00
Tanner >l 0,97 (0,18) 313,1 223,8 | 369,7 145,9

Tabla 75. Niveles de IGFBP3 estratificados por sexo y edad. SW: Shapiro-Wilk. U: U de Mann-Whitney. IGF1:
Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. P25: Percentil 25. P75: Percentil 75.
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Ya que la IGF1 que circula unida a IGFBP3 y ALS no se considera activa, podria ser de
utilidad crear indices que relacionen estos tres componentes y ver como varian en los
distintos tipos de TB y en aquellos nifios en los que se inicia tratamiento con GH para
valorar los posibles efectos secundarios.

4. [ndice molar IGF1/IGFBP3 (%)

Ya que el peso molecular de IGF1 (7.6 kDa) e IGFBP3 (29 kDa) son muy diferentes, esta
ratio debe expresarse como ratio molar. La ratio entre IGF1 e IGFBP3 deben determinarse

tras expresar ambas concentraciones en Grafico Q-Q normal de IGF1/IGFBP3 MOLAR

nanomol/I.
Considerando la gran diferencia en el peso
molecular entre IGF1 e IGFBP3, la ratio 501

molar expresada como porcentaje, indica
la abundancia relativa de IGF1 en
comparacién con IGFBP3.

Tras realizar test de Shapiro-Wilk y graficos
Q-Q se comprueba que la ratio molar
IGF1/IGFBP3 sigue una distribucion no
normal (Figura 107 y tabla 76). T - ps -

Valor observado

Figura 107. Grdfico Q-Q del indice IGF1/IGFBP3.

2,5 8°

Normal esperado
)

0,0

2,57

Objetivamos que existen diferencias significativas en los valores del indice IGF1/IGFBP3
molar entre nifios y nifias y entre nifios puberales y prepuberales (tabla 76). No se
objetivan diferencias significativas entre los estadios puberales II-V (Tras realizar test
Kruskall-Wallis con p=0,05).

IGF1/ . Rango
IGFBP3 Sl el intercuartilico
Total 0079 (0,00) 12,8 88 176 83
Nifios | 0,852(0,00) 11,3 s | 16 8
S 0,00
X0 Nifias 0,888 (0,00) 14,4 104 19,5 9,1 /
Tanep TAMNErL 0812(0,00) 112 82 152 7 000
Tanner>1 | 0,963 (0,01) 2035 153 25,2 9.9 ’
N Tanner1 | 0796(0,00) 10,2 7,5 | 143 6,8
N 0,00
MOS " Tanners1  0,956(0,09) 201 152 259 10,7 ’
N Tanner! | 0800(0,00) 128 99 | 166 6,7
N 0,00
M35 Tannersl  0,955(0,00) 204 16 243 83 ’

Tabla 76. Niveles de IGF1/IGFBP3 estratificados por sexo y edad. SW: Shapiro-Wilk. U: U de Mann-Whitney.
IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFPB3: proteina de unidn al factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 3. P25: Percentil 25. P75: Percentil 75.

190



5.Indice IGFBP3/ALS molar:

Ya que la ALS solo se une a IGFBP3 cuando ésta se presenta en forma de complejo binario
con IGF1, el célculo de la ratio molar IGFBP3/ALS puede ser un parametro importante
para valorar aquellos nifios con deficiencia parcial de ALS, revelando una cantidad
limitada de ALS.

Tras realizar test de Shapiro-Wilk y graficos Q-Q se comprueba que la ratio molar
IGFBP3/ALS sigue una distribucion no normal (figura 108 y tabla 77)

Grafico Q-Q normal de IGFBP3 /ALS MOLAR

Normal esperado

50 o

T T T T T T T
o 2 4 6 8 10 12
Valor observado

Figura 108. Grdfico Q-Q del indice IGFBP3/ALS.

Al comparar distintos grupos poblacionales aparecen diferencias al comparar los nifios
puberales y prepuberales (p=0,01). No se objetivan diferencias significativas entre sexos
ni entre nifias puberales y prepuberales (tabla 77). Tampoco se observan diferencias los
estadios puberales II-V (Tras realizar test Kruskall-Wallis con p=0,697).

IGFBP3/ Rango
ALS SW(p) R o intercuartilico P V)
Total 0,685(0,00) 1,70 1,47 2,02 0,55
Nifios  0,881(0,00) 1,72 15 @ 2,02 0,52
S 0,289
exo Nifias 0,577 (0,00) 1,69 1,44 2,02 0,58 /
Tanner1  0,641(0,00) 1,72 1,5 2,01 0,51
T 0,044
anner ' Tanner>1 0,805(0,00) 1,63 1,35 2,05 0,5 ’
N Tanner1 0,909 (0,00) 1,73 1,54 2,05 0,51
Nifios 0,01
Tanner>1 | 0,739 (0,00) 1,55 1,37 1,88 0,51
N Tanner! 0,505 (0,00) 1,67 | 1,46 1,97 0,51
N 0,907
M35 Tannersl  0847(0,00) 1,7 134 21 0,76 /

Tabla 77. Niveles de IGF1/IGFBP3 estratificados por sexo y edad. SW: Shapiro-Wilk. U: U de Mann-Whitney.
IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFPB3: proteina de union al factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 3. Med: Mediana. P25: Percentil 25. P75: Percentil 75.

5.Indice IGF1/ALS (MOLAR)

No esta claro, en la practica clinica, como de Util seria la informacidon suministrada por la
ratio molar IGF1/ALS. Seria fisiolégicamente mas relevante, usar la ratio IGFBP3/ALS
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6.Correlaciones entre ratios:

Los indices propuestos se correlacionan entre si de forma directa (tabla 78).

El indice IGF1/IGFBP3 molar expresado en porcentaje se correlaciona con la edad, la talla
y el IMC expresados en SD (tabla 79).

El indice IGFBP3/ALS no se correlaciona con la edad, el IMC ni talla expresados en SD. Los
indices IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS no se correlacionan con la LRN expresada en SD (tabla
79).

R PEARSON (p) IGF1/IGFBP3 IGF1BP3/ALS EDAD
IGF1/IGFBP3 1 -0,312 (0,00) 0,508 (0,00)
MUESTRA IGFBP3/ALS -0,312 (0,00) 1 -0,044 (NS)
NINOS IGF1/IGFBP3 1 -0,337 (0,00) 0,534 (0,00)
IGFBP3/ALS -0,337 (0,00) 1 -0,089 (NS)
NINAS IGF1/IGFBP3 1 -0,320 (0,00) 0,443 (0,00)
IGFBP3/ALS -0,320 (0,00) 1 -0,006 (NS)

Tabla 78. Correlaciones entre los distintos indices calculados. Se muestra el coeficiente de correlacion y su
significacion estadistica entre paréntesis)

R PEARSON (p) IMC SD TALLA SD LRN SD EDAD ‘
0,172 0,110 10,89 0,508
IGEL/IGEBRS (0,00) (0,02) (NS) (0,00)
0,073 0,048 0,049 0,044
IGFBP3/ALS (NS) (NS) (NS) (NS)

Tabla 79. Correlacion de los indices IGF1/IGFBP3 molar e IGFBP3/ALS molar con talla, indice de masa
corporal (IMC), talla y longitud de recién nacido (LRN). SD: desviacion estdndar. ALS: Subunidad dcido labil.
IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de union al factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 3.
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ANEXO Il: SCRIPTS

1. Estimacion de modelos:

##Modelo GAMLSS

library(repmis) # source_file: load Rda from Github
library(ggplot2) # ggplot

library(gamlss) # Ims()

library(tidyverse)

###Para definir las variables y grupo de datos:
DATOSSX<-split(DATOS, DATOSSSexo)
DATOSNINAS<-DATOSSX[["1"]]
DATOSNINOS<-DATOSSX[["0"]]

ALS <- DATOSNINOSSALS

#Donde ALS es la variable a estudio por lo que para la estimacién de los distintos modelos
se sustituiria ALS por las diferentes variables (/IGFBP3, IGF1, IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS)

DATOSN|NOSTANNER<-Sp|it(DATOSN|NOS, DATOSN|N05$TANNER)
DATOSN|NASTANNER<-Sp|it(DATOSN|NAS, DATOSNlNASSTANNER)
DATOSNINOSTANNER1<-DATOSNINOSTANNER[["0"]]
DATOSNINASTANNER1<-DATOSNINASTANNER[["0"]]
DATOSN|NOSTANNERMAYOR1<—DATOSN|NOSTANNER[["l"]]
DATOSN|NASTANNERMAYOR1<—DATOSN|NASTANNER[[”1”]]

age <- DATOSNINOSSage

new <- data.frame (ALS=DATOSNINOSSALS,age=DATOSNINOSSage )

#Donde DATOSNINOS se ird sustituyendo por los nombres de los diferentes grupos de
datos a analizar (DATOSNINOS, DATOSNINAS, DATOSNINOSTANNER],
DATOSNINASTANNER1, DATOSNINOSTANNERMAYOR1, DATOSNINASTANNERMAYOR1)

###Para dibujar el grafico de dispersion:

ggplot(new, aes(x=age, y=ALS)) +
geom_point(shape = 1, color = "#0052bb", size = 1.5) +
ggtitle("") +
xlab("Age") + ylab("ALS") + ylim(c(200,3000))+
theme_bw()

###Para dibujar el histograma:
ggplot() +
geom_histogram(data = new, aes(x = ALS),
alpha = 0.5, fill = "gray50") + geom_histogram(
data = data.frame(new), aes(x = ALS), alpha = 0.3, fill = "firebrick") +
labs(title = "Distribucion real vs Distribucion simulada") +theme_bw()
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dim(new)
###Para estimar el modelo:
distribuciones <- fitDist(newSALS, k = 3, type = "realplus",
trace = FALSE,try.gamlss = TRUE)
g=distribucionesSfits %>%
enframe(name = "distribucion", value = "GAIC") %>%
arrange(GAIC)
q
#K=3 Corresponde a AlIC
summary(distribuciones)
summary(BCPEo())
BCPEo()
BCPE()
simulacion<-rBCPEo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))

#Donde BCPEo es el modelo elegido por lo que habrd que elegir el modelo correcto para
cada variable y grupo de datos estudiados.

m3<-gamlss(ALS~pb(age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCPEo",
data=new,k=3)
#ver modelo y el que hace log --> pb()

###Para dibujar los graficos de residuos:

wp (m3)
plot (m3)

###Para calcular los percentiles:

p3<-round(gBCPE0(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fy,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p05<-round(qBCPE0(0.050, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p95<-round(qBCPE0(0.950, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p97<-round(qBCPE0(0.97, mu=m3Smu.fv, sigma =  m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
pl0<-round(qBCPE0(0.100, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p25<-round(qBCPE0(0.250, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p50<-round(qBCPE0(0.500, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,

tau=m3Stau.fv),digits=3)
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p75<-round(qBCPE0(0.750, mu=m3Smu.fv, sigma
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p90<-round(qBCPE0(0.900, mu=m3Smu.fv, sigma
tau=m3Stau.fv),digits=3)

m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,

m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,

###Para dibujar la grafica de percentiles:
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, p05, mu=round(m3Smu.fv,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)
na.tabla<-distinct(na.tabla)
na.tabla<-arrange(na.tabla,age)
plot(na.tablaSage,na.tablaSmu,type="I",xlim=c(2,15),
ylim=c(0,3000),col="black",
xlab="Age", ylab="ALS",lwd=3)
lines(na.tablaSage,na.tablaSp2.5,col="lightblue2",Iwd=3)

lines(na.tablaSage,na.tablaSp10,col="cornflowerblue",lwd=3)
lines(na.tablaSage,na.tablaSp90,col="cornflowerblue",lwd=3)
lines(na.tablaSage,na.tablaSp97.5,col="lightblue2",lwd=3)
lines(na.tablaSage,na.tablaSp25,col="blue",lwd=3)
lines(na.tablaSage,na.tablaSp75,col="blue",lwd=3)
lines(na.tablaSage,na.tablaSp50,col="black",lwd=3)

centiles.fan(m3,newSage,cent=c(3,10,25,50,75,90,97), ylab="ALS", xlab="Edad", ylim =
¢(200,3500))

###Para calcular mediana y cuantiles:
new%>%mutate(agefr=floor(age))%>%group_by(agefr)%>%mutate(P50=median(ALS,
rm.na=T))%>%distinct(agefr,P50)
#new%>%mutate(agefr=floor(age))%>%group_by(agefr)%>%summarise(quantile(ALS,c(
.1,0.25,0.5,0.75, 0.9, 0.99)))
#https://tbradley1013.github.io/2018/10/01/calculating-quantiles-for-groups-with-
dplyr-summarize-and-purrr-partial/
p <- (.03, 0.25,0.5,0.75,0.97)
p_names <- map_chr(p, ~paste0(.x*100, "%"))
p_funs <- map(p, ~partial(quantile, probs = .x, na.rm = TRUE)) %>%

set_names(nm = p_names)
p_funs
new%>%mutate(agefr=floor(age))%>%group_by(agefr)%>%summarise_at(vars(ALS),
funs(!!p_funs))
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2. Creacion de férmulas para céalculo de desviaciones estandar:

La férmula para calcular SDS es:

valor observado — valor de la mediana de poblaciéon de referencia

SDS =
valor de la desviacion estandar de la poblacion de referencia

Para calcular la desviacidon estandar de la poblacion de referencia se utiliza la funcion sd
() de R para cada grupo de observaciones por sexo y edad.

Para calcular la mediana de la poblacién de referencia se utiliza la funcion median () de R
para cada grupo de observaciones por sexo y edad, la mediana corresponde con el
percentil 50 calculado por el método GAMLSS.

DATOSSX<-split(DATOS, DATOSSSexo)

DATOSNINAS<-DATOSSX[["1"]]

DATOSNINOS<-DATOSSX[["0"]]

DATOSNINOSTANNER<-split(DATOSNINOS, DATOSNINOSSTANNER)
DATOSNINASTANNER<-split(DATOSNINAS, DATOSNINASSTANNER)
DATOSNINOSTANNER1<-DATOSNINOSTANNER[["0"]]
DATOSNINASTANNER1<-DATOSNINASTANNER[["0"]]
DATOSNINASEDAD<-split(DATOSNINAS, DATOSNINASSEDADREDONDEADA)
DATOSNINOSEDAD<-split(DATOSNINOS, DATOSNINOSSEDADREDONDEADA)
DATOSNINASTANNER1EDAD<-split(DATOSNINASTANNER1,
DATOSNINASTANNER1SEDADREDONDEADA)
DATOSNINOSTANNER1EDAD<-split(DATOSNINOSTANNER1,
DATOSNINOSTANNER1SEDADREDONDEADA)
DATOSNINAS2<-DATOSNINASEDAD[["2"]]
DATOSNINAS3<-DATOSNINASEDADI[["3"]]

DATOSNINAS14<-DATOSNINASEDAD[["14"]]
DATOSNINOS2<-DATOSNINOSEDAD[["2"]]

DATOSNINOS14<-DATOSNINOSEDAD[["14"]]

ALS <- DATOSNINAS2SALS
sd (ALS)
median (ALS)

#Donde ALS es la variable a estudio por lo que para la estimacién de los distintos modelos
se sustituiria ALS por las diferentes variables (/IGFBP3, IGF1, IGF1/IGFBP3 e IGFBP3/ALS)
#Donde DATOSNINAS?2 se ira sustituyendo por los nombres de los diferentes grupos de
datos a analizar (Ej: DATOSNINAS3, DATOSNINAS12, DATOSNINOS14,
DATOSNINOSTANNER113...)
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ANEXO Ill: Resultados estimacion de
modelos

1.ALS

1.A. ALS en nifos:

Eleccion de modelo:

La mejor familia de distribucion, de acuerdo con GAIC (k=3) estd almacenada en
distribuciones <- fitDist(newSALS, k = 3, type = "realplus",
trace = FALSE,try.gamlss = TRUE)
g=distribucionesSfits %>%
enframe(name = "distribucion", value = "GAIC") %>%
arrange(GAIC)

g
<chr> <dbl>
11G 4033.
2 LNO 4034.
3 LOGNO2 4034.
4 LOGNO 4034.
5 GA 4035.
6 GIG 4035.
7 BCPE 4036.
8 BCPEo 4036.
9 GG 4036.
10 BCCGo 4036.

GAIC es practicamente igual para todas las distribuciones por lo que todas ajustarian mas
0 menos bien.
summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCPE

BCPEO()

GAMLSS Family: BCPEo Box-Cox Power Exponential-orig.
Link function for mu : log

Link function for sigma: log

Link function for nu :identity

Link function for tau : log

simulacion<-rBCPEo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients, tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
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m3<-gamlss(ALS~pb(age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="

family="BCPEQ",
data=new,k=3)

Calculo percentiles:
dim(new)
p3<-round(gBCPE0(0.03,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p05<-round(gBCPE0(0.050,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
pP95<-round(gqBCPE0(0.950,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p97<-round(gqBCPE0(0.97,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p10<-round(gqBCPE0(0.100,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p25<-round(gqBCPE0(0.250,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p50<-round(gBCPE0(0.500,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
p75<-round(gqBCPE0(0.750,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
pP90<-round(gqBCPE0(0.900,
tau=m3Stau.fv),digits=3)

pb(age),

mu=m3Smu.fv,

mu=m3Smu.fv,
mu=m3Smu.fv,
mu=m3Smu.fv,
mu=m3Smu.fv,
mu=m3Smu.fv,
mu=m3Smu.fv,
mu=m3Smu.fv,

mu=m3Smu.fv,

na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

1.B. ALS en nifias:

sigma

sigma
sigma
sigma
sigma
sigma
sigma
sigma

sigma

pO5,

m3Ssigma.fv,
m3Ssigma.fv,
m3Ssigma.fv,
m3Ssigma.fv,
m3Ssigma.fv,
m3Ssigma.fv,
m3Ssigma.fv,
m3Ssigma.fv,

m3Ssigma.fv,

nu=m3Snu.fv,
nu=m3Snu.fv,
nu=m3Snu.fv,
nu=m3Snu.fv,
nu=m3Snu.fv,
nu=m3Snu.fv,
nu=m3Snu.fv,
nu=m3Snu.fv,

nu=m3Snu.fv,

mu=round(m3Smu.fv,

Eleccién modelo: La mejor familia de distribucion, de acuerdo con GAIC (k=3):

Distribucidn GAIC

<chr> <dbl>
1 BCCG 2644,
2 BCCGo 2644.
3 exGAUS 2645,
4 GG 2646.
5BCTo 2647.
6 BCT 2647.
7 WEI 2647.
8 WEI2 2647.
9 WEI3 2647.
10 BCPEo 2647.

summary(distribuciones)

Family: c("BCCG", "Box-Cox-Cole-Green")
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Call: gamlssML(formula =y, family = DIST[i])
Fitting method: "nlminb"
Coefficient(s):

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
eta.mu 1735.797 37.9638445 45.72238 <2.22e-16 ***
eta.sigma -1.2989370 0.0572237 -22.69927 <2.22e-16 ***
eta.nu 0.7887343 0.1859747 4.24108 2.2244e-05 ***

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “** 0.01 “* 0.05°70.1°"1
Degrees of Freedom for the fit: 3 Residual Deg. of Freedom 171
Global Deviance: 2635.18
AlC:  2641.18
SBC: 2650.65
Modelo elegido: BCCG

BCCG ()

GAMLSS Family: BCCG Box-Cox-Cole-Green

Link function for mu: identity

Link function for sigma: log

Link function for nu: identity

simulacion<-rBCCG(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,

tau = exp(distribucionesStau.coefficients))

m3<-gamlss(ALS~age, sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCCG",
data=new,k=3

Calculo percentiles:
dim(new) #n=174

p3<-round(gBCCG(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

1.C. ALS en nifios prepuberales

Eleccién modelo:

1 BCPE 3256.
2 BCPEo 3256.
3GA 3260.
4 GG 3262.
5 BCCGo 3263.
6 BCCG 3263.
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7 GIG 3263.
81G 3263.
9 LNO 3264.
10 LOGNO 3264.

summary(distribuciones)
Modelo elegido: BCPEo

BCPEo()

GAMLSS Family: BCPEo Box-Cox Power Exponential-orig.
Link function for mu : log

Link function for sigma: log

Link function for nu :identity

Link function for tau : log

simulacion<-rBCPEo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
m3<-gamlss(ALS~pb(age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCPEo0", data=new,k=3)

Calculo percentiles:
dim(new) #n=221

p3<-round(gBCPE0(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fy,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, p05, mu=round(m3Smu.fyv,

digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

1.D. ALS en nifias prepuberales

Eleccién modelo

Distribucidn GAIC

1BCT 1759.
2 BCTo 1759.
3 BCPEo 1760.
4 BCPE 1760.
5 BCCGo 1760.
6 BCCG 1760.
7 exGAUS 1761.
8 GB2 1762.
9 GG 1763.
10 WEI2 1764.

summary(distribuciones)
Family: c("BCT", "Box-Cox t")
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Call: gamlssML(formula =y, family = DIST[i])
Fitting method: "nlminb"

Coefficient(s):

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
eta.mu 1600.7537  38.633704  41.43412 <2.22e-16 ***
eta.sigma -1.489433  0.109752 -13.57093 <2.22e-16 ***
eta.nu 0.564992 0.363778 1.55312 0.1203941
eta.tau 1.810175 0.559373 3.23608 0.0012118 **

Signif. codes: 0 “*** 0.001 **
Degrees of Freedom for the fit: 4 Residual Deg. of Freedom 113
Global Deviance: 1747.09

AIC. 1755.09

SBC: 1766.14

Modelo elegido: BCT
BCCT ()
GAMLSS Family: BCT Box-Cox t
Link function for mu : identity
Link function for sigma: log
Link function for nu :identity
Link function for tau : log
simulacion<-rBCT(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
m3<-gamlss(ALS~age, sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCT",
data=new,k=3)

Calculo percentiles:
dim(new) #n=117

p3<-round(gBCT(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,

digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)
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2. IGFBP3

2.A. IGFBP3 en nifos:

Eleccién del modelo:

distribuciones <- fitDist(newSIGFBP3, k = 3, type = "realplus",
trace = FALSE,try.gamlss = TRUE)

g=distribucionesSfits %>%
enframe(name = "distribucion", value = "GAIC") %>%
arrange(GAIC)

g
1LNO 909.
2 LOGNO2 9009.
3 LOGNO 909.
41G 910.
5GA 910.
6 GIG 912.
7 GG 912.
8 BCCGo 912.
9 BCCG 912.
10 exGAUS 914.

GAIC es practicamente igual para todas las distribuciones por lo que todas ajustarian mas
0 menos bien.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCCG

BCCG()

GAMLSS Family: BCCG Box-Cox-Cole-Green
Link function for mu : identity

Link function for sigma: log

Link function for nu :identity

simulacion<-rBCCG(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients)

m3<-gamlss(IGFBP3~age, sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCCG",
data=new,k=3)

Calculo percentiles:
dim(new) #n=265
p3<-round(gBCCGo0(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv),digits=3)
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na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

2.B. IGFBP3 en nifas:

Eleccién modelo:

Distribucidn GAIC

1 exGAUS 594.
2 BCT 594,
3 BCTo 594,
4 GB2 595.

5 BCPEo 597.
6 BCPE 597.
7 GA 599.

8 LNO 600.
9 LOGNO 600.
10 LOGNO2 600.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCT

BCT ()
GAMLSS Family: BCT Box-Cox t
Link function for mu: identity
Link function for sigma: log
Link function for nu: identity
Link function for tau: log
simulacion<-rBCT(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
m3<-gamlss(IGFBP3~age, sigma.fo="pb(age),
nu.fo=~age, tau.fo="pb(age), family="BCT", data=new,k=3)

Calculo percentiles:
dim(new) #n=174

p3<-round(gBCT(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fy,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,

digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)
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2.C. IGFBP3 en nifios prepuberales

Eleccién modelo:

Distribucidn GAIC

1GA 695.
2 LNO 695.
3 LOGNO2 695.
4 LOGNO 695.
51G 696.
6 BCCG 697.
7 BCCGo 697.
8 GG 697.
9GIG 697.
10 exGAUS 698.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCCG

BCCG()

GAMLSS Family: BCCG Box-Cox-Cole-Green
Link function for mu: identity

Link function for sigma: log

Link function for nu: identity

simulacion<-rBCCG(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
m3<-gamlss(IGFBP3~age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCCG", data=new,k=3)

Calculo percentiles:
dim(new) #n=221

p3<-round(gBCCG(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv,
nu=m3Snu.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, p05, mu=round(m3Smu.fy,

digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)
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2.D. IGFBP3 en nirias prepuberales

Eleccién modelo

Distribucidn GAIC

1BCTo 379.
2 BCT 379.
3 GB2 380.
4 exGAUS 382.
5 BCPEo 383.
6 BCPE 383.
7 LNO 388.
8 LOGNO 388.
9 LOGNO2 388.
101G 390.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCTo
BCTo()
GAMLSS Family: BCTo Box-Cox-t-orig.
Link function for mu : log
Link function for sigma: log
Link function for nu :identity
Link function for tau : log
simulacion<-rBCTo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
m3<-gamliss(IGFBP3~pb(age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCTo", data=new,k=3)

Calculo percentiles:

dim(new) #n=117

p3<-round(gBCCG(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

3.IGF1

3.A. IGF1 en nifios:

Eleccion de modelo:
La mejor familia de distribucién, de acuerdo con GAIC (k=3) estd almacenada en

distribuciones <- fitDist(newSIGF1, k = 3, type = "realplus",
trace = FALSE,try.gamlss = TRUE)
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g=distribucionesSfits %>%
enframe(name = "distribucion", value = "GAIC") %>%
arrange(GAIC)

q
11G 3103.
2GIG 3104.
3 LNO 3104.
4 LOGNO 3104.
5 LOGNO2 3104.
6 BCPE 3106.
7 BCPEo 3106.
8 GG 3107.
9 BCCG 3107.
10 BCCGo 3107.

GAIC es practicamente igual para todas las distribuciones por lo que todas ajustarian mas
0 menos bien.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCPEO

BCPEo()

GAMLSS Family: BCPEo Box-Cox Power Exponential-orig.
Link function for mu : log

Link function for sigma: log

Link function for nu :identity

Link function for tau : log

simulacion<-rBCPEo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))

m3<-gamlss(IGF1~pb(age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCPEQ",
data=new,k=3)
Calculo percentiles:
dim(new) #n=265

p3<-round(gBCPE0(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fy,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,

digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)
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3.B. IGF1 en nifias:

Eleccién modelo:

Distribucidn GAIC

11G 2097
2 LNO 2098
3 LOGNO2 2098
4 LOGNO 2098
5GIG 2098
6 GA 2098
7 GG 2100
8 BCCG 2100
9 BCCGo 2100
10 BCPE 2100

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCCG

BCCG ()

GAMLSS Family: BCCG Box-Cox-Cole-Green
Link function for mu: identity

Link function for sigma: log

Link function for nu: identity

simulacion<-rBCCG(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
m3<-gamliss(IGF1~age, sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCCG", data=new,k=3)

Calculo percentiles:

dim(new) #n=174

p3<-round(gBCCG(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

3.C. IGF1 en nifios prepuberales

Eleccién modelo:

Distribucidn GAIC

1GIG 2453.
2 LNO 2453.
3 LOGNO 2453.
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4 LOGNO2 2453.
5I1G 2453.
6 GA 2453.
7 GG 2454,
8 BCCG 2454,
9 BCCGo 2454,
10 BCPE 2455.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCCG

BCCG()

GAMLSS Family: BCCG Box-Cox-Cole-Green
Link function for mu : identity

Link function for sigma: log

Link function for nu :identity

simulacion<-rBCCG(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),

nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))

m3<-gamliss(IGF1~age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCCG", data=new,k=3)

Célculo percentiles:

dim(new) #n=221

p3<-round(gBCCG(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma
tau=m3Stau.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

3.D. IGF1 en nifias prepuberales

Eleccién modelo

Distribucidn GAIC

1LNO 1330.
2 LOGNO2 1330.
3 LOGNO 1330.
41G 1330.
5GA 1332.
6 GG 1333.
7 BCCGo 1333.
8 BCCG 1333.
9GIG 1333.
10 IGAMMA 1335.
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summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCCG

BCCG()

GAMLSS Family: BCCG Box-Cox-Cole-Green
Link function for mu : identity

Link function for sigma: log

Link function for nu :identity

simulacion<-rBCCG(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,

sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
m3<-gamliss(IGF1~age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCCG", data=new,k=3)

Célculo percentiles:

dim(new) #n=117

p3<-round(gBCCG(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv),digits=3)

na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

4. INDICE IGF1/IGFBP3 molar

4.A. IGF1/IGFBP3 en nifios:

Eleccién del modelo:

distribuciones <- fitDist(newSIGF1IGFBP3, k = 3, type = "realplus",
trace = FALSE,try.gamlss = TRUE)

g=distribucionesSfits %>%

enframe(name = "distribucion", value = "GAIC") %>%

arrange(GAIC)

q
11G 1703.
2 LNO 1703.
3 LOGNO 1703.
4 LOGNO2 1703.
5 GG 1705.
6 BCCGo 1705.
7 BCCG 1705.
8 GIG 1705.

pO5,

mu=round(m3Smu.fv,
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9 exGAUS 1706.
10 BCPE 1708.

GAIC es practicamente igual para todas las distribuciones por lo que todas ajustarian mas
0 menos bien.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCCGo

BCCGo()

GAMLSS Family: BCCGo Box-Cox-Cole-Green-orig.

Link function for mu : log

Link function for sigma: log

Link function for nu :identity

simulacion<-rBCCGo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients)
m3<-gamliss(IGFBP3~pb(age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo=~age, family="BCCGo", data=new,k=3)

Calculo percentiles:

dim(new) #n=265

p3<-round(gBCCGo(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

4.B. IGF1/IGFBP3 en nifias:

Eleccién modelo:

Distribucidn GAIC

1 exGAUS 1159.
2 BCTo 1162.
3 BCT 1162.
4 GA 1162.
5 GB2 1162.
6 BCCGo 1163.
7 BCCG 1163.
8 LNO 1163.
9 LOGNO2 1163.
10 LOGNO 1163.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCTo
BCTo ()
GAMLSS Family: BCTo Box-Cox-t-orig.
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Link function for mu : log
Link function for sigma: log
Link function for nu :identity
Link function for tau : log
simulacion<-rBCTo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,

sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu=distribucionesSnu.coefficients, tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
m3<-gamlss(IGF1IGFBP3~pb(age), sigma.fo="pb(age),nu.fo="age, tau.fo="pb(age),
family="BCTo", data=new,k=3)

Calculo percentiles:

p3<-round(gBCTo(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,
tau=m3Stau.fv),digits=3) na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, p05,
mu=round(m3Smu.fv, digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

4.C. IGF1/IGFBP3 en nifios prepuberales

Eleccién modelo:

Distribucion GAIC

1LNO 1314.
2 LOGNO2 1314.
3 LOGNO 1314.
41G 1314.
5 GG 1317.
6 BCCGo 1317.
7 BCCG 1317.
8 GIG 1317.
9 exGAUS 1318.
10 BCPEo 1320.

summary(distribuciones)

family: c("LNO", "Box-Cox")

Call: gamlss(formula =y ~ 1, family = DIST[i], trace = FALSE)
Fitting method: RS()

Mu link function: identity
Mu Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 2.33426 0.03087 75.61 <2e-16 ***

Signif. codes: 0 “***/ 0.001 “** 0.01“* 0.05°70.1°"1

Sigma link function: log
Sigma Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) -0.78107 0.04767 -16.38 <2e-16 ***
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Signif. codes: 0 “*** 0.001 “** 0.01 “* 0.05°70.1°"1
Modelo elegido: LNO ()

LNO()
GAMLSS Family: LNO Box-Cox
Link function for mu : identity
Link function for sigma: log
Link function for nu
simulacion<-rLNO(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients)
m3<-gamlss(IGF1IGFBP3~age, sigma.fo="pb(age),
family="LNO",
data=new,k=3)

Calculo percentiles:
dim(new) #n=220
p3<-round(gLNO(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv),digits=3)na.tabla<-
data.frame(age=newSage,p3, p05, mu=round(m3Smu.fv,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

4.D. IGF1/IGFBP3 en nifias prepuberales

Eleccién modelo

Distribucidn GAIC

1 GA 683.
2 exGAUS 683.
3 BCCGo 684.
4 BCCG 684.
5GG 685.
6 WEI2 685.
7 WEI 685.
8 WEI3 685.
9 BCT 686.
10 BCTo 686.

summary(distribuciones)
Modelo elegido: BCCGo
BCCGo()
GAMLSS Family: BCCGo Box-Cox-Cole-Green-orig.
Link function for mu : log
Link function for sigma: log
Link function for nu :identity
simulacion<-rBCCGo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
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m3<-gamlss(IGF1IGFBP3~pb(age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo=~age, family="BCCGo", data=new,k=3)
Calculo percentiles:
p3<-round(gBCCGo0(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

5. INDICE IGFBP3/ALS molar

5.A. IGFBP3/ALS en nifios:

Eleccién del modelo:

distribuciones <- fitDist(newSBP3ALS, k = 3, type = "realplus",
trace = FALSE,try.gamlss = TRUE)

g=distribucionesSfits %>%
enframe(name = "distribucion", value = "GAIC") %>%
arrange(GAIC)

g
Distribucion GAIC
1 BCPEo 329.
2 BCPE 329.
3 GB2 330.
4 exGAUS 331.
5 BCTo 333.
6 BCT 333.
7 IGAMMA 335.
8 BCCG 338.
9 BCCGo 338.
10 GG 338.

GAIC es practicamente igual para todas las distribuciones por lo que todas ajustarian mas
0 menos bien.
summary(distribuciones)

Coefficient(s):

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
eta.mu 0.5422116 0.0136341 39.76888 < 2e-16 ***
eta.sigma -1.3544171 0.0578485  -23.41317 < 2e-16 ***
eta.nu -0.3584468 0.2250274 -1.59290 0.111182
eta.tau 0.2362611 0.1295051 1.82434 0.068101 .

Signif. codes: 0 “***’

Degrees of Freedom for the fit: 4 Residual Deg. of Freedom 260
Global Deviance: 316.661
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AIC:  324.661
SBC: 338.965

Modelo elegido: BCPEo

BCPEo()
GAMLSS Family: BCPEo Box-Cox Power Exponential-orig.
Link function for mu : log
Link function for sigma: log
Link function for nu :identity
Link function for tau : log
simulacion<-rBCPEo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,

sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),

nu =distribucionesSnu.coefficients)
m3<-gamlss(BP3ALS~pb(age), sigma.fo="pb(age),

nu.fo="age, tau.fo="pb(age), family="BCPE0", data=new,k=3)

Calculo percentiles:
dim(new) #n=265
p3<-round(gBCPE0(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fyv,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

5.B. IGFBP3/ALS en nifias:

Eleccién modelo:

Distribucidn GAIC

1BCT 246.
2 BCTo 246.
3 GB2 249.
4 BCPEo 251.
5 BCPE 251.
6 exGAUS 265.
7 BCCG 266.
8 BCCGo 266.
9 IGAMMA 267.
10 GG 2609.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCTo

BCTo ()

GAMLSS Family: BCTo Box-Cox-t-orig.

Link function for mu : log

Link function for sigma: log

Link function for nu :identity

Link function for tau : log

simulacion<-rBCTo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
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sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
m3<-gamlss(BP3ALS~pb(age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age), family="BCTo", data=new,k=3)

Calculo percentiles:
dim(new) #n=174

p3<-round(gBCTo(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv,
tau=m3Stau.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,

digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

5.C. IGFBP3/ALS en nifios prepuberales

Eleccién modelo:

Distribucidn GAIC

1 exGAUS 258.
2 BCPEo 260.
3 BCPE 260.
4 GB2 260.
5 IGAMMA 261.
6 BCTo 263.
7 BCT 263.
8 BCCG 263.
9 BCCGo 263.
10 GG 263.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCPEo

BCPEO()
GAMLSS Family: BCPEo Box-Cox Power Exponential-orig.
Link function for mu : log
Link function for sigma: log
Link function for nu :identity
Link function for tau : log
simulacion<-rBCPEo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients)
m3<-gamlss(BP3ALS~pb(age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo="age, tau.fo="pb(age), family="BCPE0", data=new,k=3)

Calculo percentiles:
dim(new) #n=220
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p3<-round(gBCPE0(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv),digits=3)na.tabla<-
data.frame(age=newSage,p3, p05, mu=round(m3Smu.fv,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)

5.D. IGFBP3/ALS en nifias prepuberales

Eleccién modelo

Distribucidn GAIC

1 BCCG 139.
2 BCCGo 1309.
3 BCPE 141.
4 BCPEo 141.
5 BCT 142.
6 BCTo 142.
7 GG 143.
8 GB2 145.
9 exGAUS 158.
10 IGAMMA 164.

summary(distribuciones)

Modelo elegido: BCCGo

BCCGo()

GAMLSS Family: BCCGo Box-Cox-Cole-Green-orig.
Link function for mu : log

Link function for sigma: log

Link function for nu :identity

simulacion<-rBCCGo(n = dim(new)[1], mu = distribucionesSmu.coefficients,
sigma = exp(distribucionesSsigma.coefficients),
nu =distribucionesSnu.coefficients,
tau = exp(distribucionesStau.coefficients))
m3<-gamlss(BP3ALS~pb(age), sigma.fo="pb(age),
nu.fo=~age, family="BCCGo", data=new,k=3)

Célculo percentiles:

dim(new) #n=115

p3<-round(gBCCGo(0.03, mu=m3Smu.fv, sigma = m3Ssigma.fv, nu=m3Snu.fv),digits=3)
na.tabla<-data.frame(age=newSage,p3, P05, mu=round(m3Smu.fy,
digits=3),p97,p10,p25,p50,p75,p90)
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ANEXO

analisis multivariante.

IV: Resultados extra del

PACIENTES CON TALLA BAJA IDIOPATICA, TBI Y RCCD

En los biplots en planos 1-3 (figura 109) y 2-3 (figura 110), observamos que IGF1 e IGFBP3
se correlacionan entre si, pero no con la talla y la ALS. Estos biplots no nos permiten
diferenciar los pacientes con TBI de distinta etiologia (RCCD, TBF y TBI propiamente dicha)
ya que los pacientes se reparten de forma difusa tanto en el eje Xcomo en el V.
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Figura  110.  Representacion
multivariante de los pacientes con
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PACIENTES CON TALLA BAJA CON Y SIN TRATAMIENTO CON GHr

En la representacion 1-3 (figura 111) vemos que IGF1 e IGFBP3 se correlacionan entre
ellas, pero no con ALS. Observamos también que existen diferencias en los valores de
todos los factores de crecimiento. Los valores son mas altos en los pacientes con
tratamiento, ya que se encuentran a la izquierda de la grafica, en la cabeza del vector. El
indice IGF1/IGFBP3 tiene una gran contribucién al eje 1 por lo que seria el que mayor
contribucion tiene en la diferenciacion de los clisteres.

- (13.8667% )
:
.

Axis 3

-4

Sin tratamiento
Con tratamiento

1 1 1 1
2 - 0 1 2 3 4 5
Axis 1 - (57.1449% )

Figura 111. Representacion por HJ-biplot en plano 1-3 del andlisis multivariante de los pacientes con talla
baja con y sin tratamiento con GHr.

GHr: Hormona de crecimiento recombinante. DGH: Déficit de hormona de crecimiento. TBI: Talla baja
idiopdtica. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. IGF1: Factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad
dcido ldbil. IGF1/IGFBP3: indice molar IGF1/IGFBP3. SD: desviaciones estdndar.

En el biplot de eje 2-3 (figura 112) se observa que IGF1 se correlaciona de forma positiva
con IGFBP3 y de forma negativa con ALS. El analisis en estos ejes no nos permite hacer
una clasificacién de los pacientes con y sin tratamiento con GHr ya que aparecen todos
de forma dispersa alrededor de las variables. En este biplot la ALS es la que mayor calidad
de representacion tiene (eje 2) por lo que no seria una buena variable de discriminacién.
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Figura 112. Representacion por HJ-biplot en plano 2-3 del andlisis multivariante de los pacientes con talla
baja con y sin tratamiento con GHr.

GHr: Hormona de crecimiento recombinante. DGH: Déficit de hormona de crecimiento. TBI: Talla baja
idiopdtica. PEG: Pequefio para la edad gestacional. TB: Talla baja. IGF1: Factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1. IGFBP3: Proteina de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 3. ALS: Subunidad
dcido ldbil. IGF1/IGFBP3: indice molar IGF1/IGFBP3. SD: desviaciones estdndar.

ANALISIS MULTIVARIANTE DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO
RELACIONADQOS CON LA DOSIS DE GHr EN PACIENTES DE TALLA
BAJA DE DISTINTA ETIOLOGIA EN TRATAMIENTO CON GHr.

En el biplot de plano 1-2 (figura 113) observamos que los valores de IGF1 y ALS e IGFBP3
medidos en SD se correlacionan de forma positiva en los nifios que reciben tratamiento
con GHr. Ademas, el pequefio tamafio del vector de GHr nos indica que existe poca
variabilidad en las dosis de tratamiento.

Existen diferencias segun el tipo de talla baja. Asi, vemos un cluster de los nifios PEG con
talla baja en el que parece que los factores de crecimiento son mas altos en estos
pacientes, situandose en la zona positiva del vector de ALS, IGF1 e IGFBP3 SD. Por otro
lado, los nifios con diagndstico de DGH se sitdan mayoritariamente en la cola del vector
de todos los factores de crecimiento por lo que sus niveles serian menores.

En la figura 114, con representacion de los ejes 1 y 3, observamos que los niveles de
IGFBP3 vy la dosis de GHr se correlacionan entre si y tienen una alta contribucion al eje 3.
Los pacientes con DGH presentan niveles de estas dos variables menores que los
pacientes PEG, con TBI y los pacientes con talla baja por otra etiologia ya que se sitdan
en la parte baja de la grafica y en la cola de los vectores de dosis de GHr e IGFBP3.
Observamos también que las variables IGF1, ALS e IGF1BP3 se correlacionan entre ellas,
pero no parecen hacerlo con la dosis de GHr.
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Figura 113. Representacion
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Importancia de la ALS en el crecimiento Anexos
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