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El déficit de ALS en la talla baja idiopatica

Horacio M. Domené

Centro de Investigaciones Endocrinologicas “Dr. César Bergadd” (CEDIE) CONICET — FEE-
Division de Endocrinologia. Hospital de Ninios Ricardo Gutiérrez. Buenos Aires (Argentina)

El diagnostico de talla baja idiopatica (TBI) constituye
un diagnostico de exclusion después que un examen
fisico exhaustivo y una evaluacion bioquimica com-
pleta hayan podido descartar otras causas de baja
estatura. Diferentes defectos moleculares han sido
caracterizados en nifios con TBI. La deficiencia com-
pleta de ALS (ACLSD), caracterizada por deficiencias
severas de IGF-I, IGFBP-3 y ALS, resulta de muta-
ciones en el gen IGFALS. Casos menos severos de
ACLSD, heterocigotos portadores de variantes en el
gen IGFALS, podrian estar presentes en un subgru-
po de ninos con TBI. El estudio de 218 nifos nor-
males y 117 nifios con TBI, mostrd que las variantes
no sinénimas fueron mas frecuentes en los nifios con
TBI (15.5% vs. 4.8%; P= 0.0039). De los 16 nifos
con variantes no sinénimas, uno presentaba ACLSD
(heterocigoto compuesto para p.Glu35Glyfs*17/p.
Ser490Trp) y otros cinco presentaron ACLSD par-
cial (heterocigotos portadores para p.Glu35Glyfs*17,
p.Arg277His, p.Pro287Leu, and 2 p.Arg548Trp). Una
variante resulté en incapacidad completa de la sinte-
sis de ALS (p.Glu35Glyfs*17) y otras dos en sintesis y
secrecion normales, pero a menores concentraciones
(p.Ala830Asp, p.Arg548Trp). La ACLSD completa re-
presenta alrededor del 1%, y la ACLSD parcial alrede-
dor del 5% de los nifios con TBI, con variantes géni-
cas en el gen IGALS de patogenicidad comprobada
0 a determinar. La identificacion de la ACLSD parcial
podria tener implicancias practicas considerando que
estos ninos, a diferencia de los pacientes con ACLSD
completa, retienen su capacidad de responder al tra-
tamiento con GHrh. La efectividad del tratamiento re-
quiere de un seguimiento prolongado hasta alcanzar
la talla adulta.
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Talla baja idiopatica
Los trastornos del crecimiento constituyen una causa

frecuente de consulta en Pediatria. Una vez descarta-
da la talla baja secundaria a enfermedades sistémicas
no endocrinas, y causas endocrinas como el hipotiroi-
dismo y el exceso de glucocorticoides, debe descar-
tarse la deficiencia de GH (GHD). El diagndstico de la
GHD se realiza habitualmente evaluando los niveles
de GH bajo pruebas de estimulo farmacoldgico y me-
diante la mediacion del IGF-I 'y de su principal proteina
de transporte, la IGFBP-3. Los nifios en que no se ha
podido caracterizar la causa de su talla baja y presen-
tan una respuesta normal de GH a las pruebas de es-
timulo, son diagnosticados como talla baja idiopatica
(TBI). Se define a la TBI como aquella condicion clinica
que presenta una talla a mas de 2 desvios estandar
(DE) por debajo de la media correspondiente para
una determinada edad, sexo y estadio puberal de la
poblacion, en nifos sin evidencias de enfermedades
sistémicas, endocrinas, nutricionales, ni anomalias
cromosomicas. Esta definicion incluye nifios con re-
traso constitucional del crecimiento y del desarrollo y
la talla baja familiar - 2. El diagndstico de TBI constitu-
ye basicamente un diagndstico de exclusion después
que una cuidadosa historia clinica, un examen fisico
exhaustivo y una evaluacion bioquimica completa ha-
yan podido descartar otras causas de baja estatura.
Es evidente que, como ha sido recientemente discuti-
do, el concepto de TBI es controversial, artificial, arbi-
trario y heterogéneo y probablemente muchos nifos
normales son clasificados como TBI ©. No obstante,
resulta evidente que detras del diagndstico de la TBI
subyacen causas etiologicas no determinadas.

Defectos moleculares en la TBI

Diferentes defectos moleculares han sido caracteriza-
dos en nifios con TBI. Mutaciones en heterocigocis
en el gen que codifica para el receptor de GH (GHR)
(4-8), mutaciones inactivantes en el gen que codifi-
ca para la GH (GH17) que resultan en GH bioinactiva
(9, 10), mutaciones y deleciones en el gen SHOX ",
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mutaciones en homocigosis y en heterocigosis en el
gen que codifica par el receptor del secretagogo de
GH (GHSR) >4, mutaciones heterocigotas en el gen
que codifica para el receptor del péptido natriurético
(NPR2 (519 y mutaciones heterocigotas en el gen
ACAN que codifica para agrecan, un proteoglicano
componente de la matriz del cartilago " 19,

Los nifios con TBI son, por definicion, suficientes de
GH y en un porcentaje del 15 al 30% presentan niveles
disminuidos de IGF-11%29, Sj bien los niveles bajos de
IGF-I pueden ser el resultado de los efectos nutriciona-
les sobre la sintesis de IGF-I, es también posible que en
un porcentaje de nifios con TBI reflejen algun grado de
insensibilidad a la accion de la GH®@",

La subunidad acido-labil (ALS)

En el plasma y otros fluidos bioldgicos el IGF-I se
encuentra formando complejos con proteinas trans-
portadoras (IGFBPs) de las que se han descripto 6
diferentes (IGFBP-1 a IGFBP-6) ©?. Estas proteinas
incrementan la vida media de los IGFs y modulan la
biodisponibilidad en los tejidos blanco. Alrededor del
80-90% del IGF-I se encuentra en la circulacion n un
complejo ternario de aproximadamente 150 kDa for-
mado por IGF-I, IGFBP-3 o IGFBP-5 y una glicopro-
teina de aproximadamente 85 kDa conocida como
subunidad &cido labil (ALS) ®. Del 10-15 % del IGF-I
circula como complejos binarios asociados mayorita-
riamente a IGFBP-1, -2 y -4, y no mas do el 1% lo
hace en forma libre. La vida media en la circulacion
del IGF-I libre es de aproximadamente de 10 minutos,
aumenta hasta 30-90 minutos en los complejos bina-
rios y a mas de 12 horas en los complejos ternarios
@4 El IGF-| libre y aquel presente en los complejos
binarios puede atravesar el endotelio vascular para
alcanzar los tejidos blancos. Por el contrario, los com-
plejos ternarios estan restringidos a la circulacion y
son los responsables de mantener altos niveles circu-
lantes de IGF-I. La accidn de la ALS es determinante
en la formacién de estos complejos, protegiendo a las
IGFBPs de la accion de las proteasas.

La ALS es una glicoproteina que se encuentra en
la circulacion y otros fluidos corporales. Su sintesis
se realiza principalmente en el higado y se encuen-
tra bajo el control estimulatorio de la GH (25, 26). Se
ha observado, tanto en animales de experimentacion
como en humanos, que los niveles de ALS son muy
bajos al nacimiento, aumentando en forma sustancial
a medida que se incrementa la sintesis hepatica de
la misma debido a la mayor capacidad de respues-
ta a la GH por un incremento en la expresion de los
receptores hepaticos a la GH 729, Al momento de la
pubertad se encuentran los niveles maximos de ALS,
alcanzandose concomitantemente los niveles mas
elevados de complejos ternarios ©9.

Deficiencia de ALS (ACLSD)

En el aho 2004 tuvimos la oportunidad de caracterizar
el primer paciente con deficiencia completa de ALS
(ACLSD, OMIM #615961) resultante de una mutacion
inactivante en homocigosis en el gen IGFALS (30).
La ACLSD se caracteriza por deficiencias severas de
IGF-I e IGFBP-3, con niveles de ALS no detectables
o cerca del limite de deteccion. Estos pardmetros no
aumentan significativamente durante el tratamien-
to agudo o cronico con GH recombinante humana
(GHrh). El aspecto mas remarcable de esta alteracion
es la falta de correlacion entre la deficiencia de IGF-1 &
IGFBP-3 vy el retraso de crecimiento. Mientras que en
otros sindromes de insensibilidad a la GH, por defec-
tos en el receptor de GH (31) o por problemas post
receptor, como en la deficiencia de STAT5b ©2 |a se-
veridad del retraso de crecimiento se correlaciona con
la severidad de la deficiencia de IGF-I € IGFBP-3, esto
no ocurre en la deficiencia de ALS, donde el retraso
de crecimiento es leve o moderado. Un retraso en el
inicio puberal y un lento progreso de la misma ha sido
reportado en aproximadamente el 50% de los pacien-
tes varones 9.

Resulta interesante resaltar que los portadores he-
terocigotos para variantes patogénicas en el gen
IGFALS, familiares de primer grado de pacientes con
ACLSD, son frecuentemente mas bajos que sus fa-
miliares no mutados (34), presentando niveles de
IGF-I e IGFBP-3 intermedios entre los pacientes con
ACLSD vy sus familiares no mutados (35). En conse-
cuencia, resulta probable que casos menos severos
de ACLSD, ya sea heterocigotos portadores de mu-
taciones en el gen IGFALS o presentando variantes
génicas con preservacion de la expresion de ALS en
ambos alelos del gen IGFALS puedan estar presentes
en un subgrupo de nifos con TBI, particularmente en
aquellos que presenten niveles disminuidos de IGF-1 y
de IGFBP-3.

Variantes en el gen IGFALS en la TBI

Para determinar la frecuencia de las variantes génicas
en el gen IGFALS estudiamos este gen en nifnos nor-
males y con TBI®®. En un primer estudio se reclutaron
188 nifos entre 5.0 y 17.5 anos con estatura com-
prendida entre -1.96 y 2.0 desvios estandar (DE) de la
media para la poblacion Argentina'y 79 nifios con TBI,
con edades entre los 4.8 y los 17.4 anos y estatura
comprendida entre -2.0 y -4.6 DE. Los niveles de IGF-
[, IGFBP-3 y ALS fueron significativamente mas bajos
en los nifios con TBI en comparacion con los nifios
normales (todos los parametros con una P<0.0001).

La secuenciacion del gen IGFALS mostré que mien-
tras que las variantes sinénimas (cambios en la se-
cuencia de bases que no producen cambios en el
aminoacido codificado) se encontraron con similares
frecuencias en nifos TBI y normales (3.8% vs. 4.8%),
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las variantes no sindnimas (cambios en la secuencia
de bases que resultan en cambios en el aminoacido
codificado) fueron mas frecuentes en los nifos TBI
que en los normales (11.4% vs. 3.7%, P=0.013) (Fi-
gura 1). Todas estas variantes fueron encontradas en
heterocigosis. En todos los nifios TBI con variantes en
el gen IGFALS se evalud la formacion de complejos
ternarios por incubacion del suero del paciente con
125-IGF-l y con y sin el agregado de IGFBP-3 recom-
binante humana. La formacion de complejos ternarios
con el agregado de IGFBP-3 fue menor en aquellos
niNos que presentaban variantes no sindnimas presu-
miblemente patogénicas de acuerdo a las herramien-
tas bioinformaticas.

Normales
T WT/No-Sin

ml
=2
=3

TBI

No-sin/No-Sin

L B!
m2
=3

Figura 1. Variantes en el gen IGFALS en nifios normales y con
talla baja idiopatica (TBI).

En un segundo estudio ampliamos el nimero de ni-
Aos con TBI y ninos normales. El andlisis conjunto de
estos 2 estudios nos permitié determinar la frecuencia
de las variantes del gen IGFALS en nifos con TBI y
su asociacion con deficiencia parcial o completa de
ALS. El analisis conjunto de 218 niflos normalesy 117
ninos con TBI, mostrd que las variantes no sindnimas
fueron significativamente mas frecuentes en los ninos
con TBI (15.5% vs. 4.8%; P= 0.0039). Entre los 16
nifos con variantes no sindnimas uno presentaba
deficiencia completa de ALS, resultando heteroci-
goto compuesto para dos variantes probablemente
patogénicas (p.Glu35Glyfs*17 / p.Ser490Trp) y otros
5 presentaron deficiencia parcial de ALS (heterocigo-
tos portadores para las variantes p.Glu35Glyfs*17,
p.Arg277His, p.Pro287Leu, and 2 p.Arg548Trp).

Es importante resaltar que excepto en el caso de un
nino con TBI que resultd heterocigoto compuesto
para dos variantes patogénicas en el gen IGFALS, en
todos los otros casos las variantes génicas se encon-
traron en heterocigosis. La haploinsuficiencia en el
gen IGFALS puede resultar en expresion variable del
alelo salvaje (“wild-type”, WT), que puede 0 no com-
pensar la falta total o menor expresion del alelo porta-
dor de la variante génica. Este fendmeno ha sido bien
documentado para otras alteraciones génicas como
en el caso de la retinitis pigmentosa por alteraciones
heterocigotas en el gen PRPF31 e identificado como
el mecanismo responsable de la penetrancia incom-
pleta®”. Similar observacion ha sido descripta entre
los familiares de pacientes con ACLSD completa, en
que los portadores heterocigotos pueden o no pre-
sentar talla baja y ACLSD parcial ¢+ %9,

Caracterizacion funcional de variantes IGFALS:

Para evaluar el impacto funcional de las variantes no
sinénimas en el gen IGFALS, once de las variantes
encontradas en pacientes con deficiencia completa
de ALS y/o en nifios con TBI fueron generadas en un
vector de expresion conteniendo la secuencia del gen
IGFALS mediante mutagénesis sitio dirigida y posterior
transfeccion en células CHO en cultivo. La presencia
de ALS en los lisados celulares y en el medio de incu-
bacion se determind por Western-Inmunoblot median-
te el uso de un anticuerpo especifico para ALS ©9),

Siete de las variantes genéticas estudiadas
(p.Glu35Glyfs*17, p.Glu35Lysfs*87, p.Asn276Ser,
p.Leu409Phe, p.Ser490Trp, p.Cys540Arg) no presen-
taron sintesis ni secrecion, una variante (p.Leu213Phe)
se sintetizd parcialmente pero no mostrd secrecion.
También se observd una significativa reduccion en
la cantidad de proteina secretada en tres variantes
(p.Ala830Asp, p.Als475Val y p.Arg548Trp), aunque
reteniendo su capacidad para formar complejos ter-
narios in vitro. Todas las variantes encontradas en
pacientes con ACLSD afectaron la sintesis y/o la
secrecion de la ALS. De las variantes encontradas
en heterocigosis en los nifios TBI una variante re-
sulté en incapacidad completa de la sintesis de ALS
(p.Glu35Glyfs*17) y otras dos en sintesis y secrecion
normales pero a concentraciones mas bajas en com-
paracion con la ALS-WT (p.Ala330Asp, p.Arg548Trp).

Respuesta al tratamiento con GH

Para evaluar la potencial utilidad del tratamiento con
GH recombinante humana (GHrh) como estrategia
para mejorar la talla adulta en pacientes con deficien-
cia parcial de ALS, portadores heterocigotos para
variantes en el gen IGFALS (HC), se seleccionaron
12 nifios con TBI. Seis de ellos portadores heteroci-
gotos (HC) para variantes en el gen IGFALS y otros
6 homocigotos para el alelo WT. El retraso de talla
fue comparable en ambos grupos (-2.90+0.15 vs.
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-2.82+0.53; HC vs. WT respectivamente). Los nifos
HC presentaron niveles significativamente mas bajos
de IGF-I (-2.25+0.44 vs. -0.44+0.95 DE; P=0.0018)
y de IGFBP-3 (-2.05+0.98 vs. 0.00+0.55 DE;
P=0.0012). Ambos grupos presentaron una ganancia
de talla comparable expresada en DE al ano de tra-
tamiento con GHrh a la dosis de 0.33 mg/kg.semana
(1.21+0.43 vs. 1.15+0.26). Estos resultados prelimi-
nares muestran que a diferencia de lo previamente
reportado en pacientes con ACLSD completa, los pa-
cientes con deficiencia parcial de ALS son capaces
de responder en forma comparable a los nifos TBI sin
deficiencia. Sin embargo, pudo observarse que esta
aceleracion de la velocidad de crecimiento al primer
ano de tratamiento (9.93+1.49 vs. 10.72+1.53 cm/
ano) se alcanzdé con niveles de IGF-I significativamen-
te mas bajos (0.32+1.48 vs. 2.21+0.94 DE). Estos
hallazgos sugieren que los nifos con TBI, HC para va-
riantes en el gen IGFALS, podian ser mas sensibles a
los niveles de IGF-I o que el IGF-I producido localmen-
te y actuando por un mecanismo paracrino tendria un
mayor efecto sobre el crecimiento lineal. Aunque es-
tos redultados preliminares son auspiciosos sobre el
efecto de la GHrh en nifios con deficiencia parcial de
ALS, el impacto efectivo sobre la talla adulta requiere
un mayor seguimiento.

Conclusiones

Recientes estudios utilizando secuenciacion masi-
va del exoma completo (Whole Exome Secuencing,
WES), (Next Generation Sequencing, NGS) reportan
que la ACLSD completa representa entre el 3-6% de
los nifios con diagndstico clinico y bioguimico de in-
sensibilidad a la GH (39, 40). En el caso de los nifios
con TBI, la ACLSD completa representa alrededor del
1% (41), mientras que alrededor del 5% de los nifios
con TBI presentan un perfil bioquimico sugestivo de
ACLSD parcial, asociado con la presencia de varian-
tes génicas en el gen IGALS de patogenicidad com-
probada o aun no claramente determinada.

La identificacion de la ACLSD parcial podria tener im-
plicancias practicas considerando que estos nifios,
a diferencia de los pacientes con ACLSD completa,
retienen su capacidad de responder al tratamiento
con GHrh (42, 43). Aunque estos resultados prelimi-
nares son auspiciosos, el impacto efectivo sobre la
talla adulta del tratamiento con GHrh en nifios con de-
ficiencia parcial de ALS, requiere de un seguimiento
prolongado hasta alcanzar la talla adulta.
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