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Introduccion

El concepto de tiempo y las periodicidades ambientales relacionadas, ya era familiares para el hombre
prehistérico. Los intentos para medir el tiempo datan probablemente de hace unos 30.000 afios. Algunos
de estos tempranos intentos estan expresados en yacimientos arqueoldgicos, mostrando relaciones
aparentes en su construccion a los ciclos del sol, la luna y las estrellas. Aunque por lo general,
antiguamente , se habia creido que los cambios ciclicos en el organismo representaban exclusivamente
los efectos de los cambios ciclicos ambientales, las primeras observaciones que llevaron al
reconocimiento de la naturaleza enddgena de ciertas periodicidades fueron hechas en 1729 cuando el
astronomo francés Ortons de Mairan informé que los cambios diarios en la posicion de los apéndices del
heliotropo persistian en oscuridad continua. En el hombre, Thomas Lacock expreso6 en 1842 el concepto
de que la periodicidad se originaba desde el interior del sistema (origen isotérico) o estaba provocado por
la actuacién de factores periddicos desde fuera (origen exotérico) o por una combinaciéon de ambos
(endoexotérico). Esta observacion ha sido extendida y confirmada bajo condiciones experimentales mas
precisas para muchas especies desde el eucariota al hombre. Se hizo evidente que los organismos no
responden pasivamente a los cambios ambientales, sino que tienen sistemas internos exactos de
medicion del tiempo o "relojes". Este concepto de relojes bioldgicos se desarrollé durante los afios 50 a 60
por Bunning, Hastings, Scheweinger, Aschoff, Richter, Pittendrigh, Menaker y otros. En mamiferos, el
nucleo supraquiasmatico (NSQ) es probablemente el sistema oscilatorio circadiano, el cual como
marcapasos conduce ciertos ritmos circadianos neuroendocrinos como los de la ACTH, TSH y prolactina.
La destruccién fisica o la inhibicion neurotéxica del NSQ conduce al cese de esos ritmos
neurohormonales. Sin embargo,después de la destruccion del NSQ, ciertos ritmos circadianos del
organismo persisten, incluyendo el descanso-actividad, ingesta y bebida, temperatura corporal y la
secrecion de corticosterona. Por otra parte, Virey (1814) exploré los ritmos diurnos humanos en relacion a
la salud y la enfermedad. En la primera tesis en cronobiologia para el doctorado en medicina, presentada
en la Universidad de Paris en 1814 enfatiz6 la importancia del tiempo en la investigaciones terapéuticas.
La primera mencioén de un tratamiento medido con el tiempo, de acuerdo con la etapas de un ritmo, fue
presentado por Balfour (1815), que intentd predecir la fiebre de acuerdo con el ciclo lunar y de acuerdo
con el horario de ataques previos. Balfour sugirié que el tratamiento deberia estar cronometrado de
acuerdo con la aparicion esperada del siguiente ataque de la enfermedad. Edward Smith, en 1861,
informo de un grado mas alto de toxicidad del etanol por la mafiana y resalté que los efectos de esa droga
dependen del estado del ciclo. También informé de una periodicidad circadiana en el momento de la
muerte: "La muerte ocurre mucho mas frecuentemente a partir de la 1 y hasta la 5 h a.m.; que a otras
horas del dia o de la noche", lo que ha sido confirmado desde entonces en numerosas ocasiones por
muchos investigadores. De esta observacion extrajo la conclusién de que "los pacientes deberian ser
cuidadosamente vigilados a esas horas vulnerables". Como precursor de la Cronofarmacologia
moderna, Smith declard que "la eficiencia del remedio dependera tanto de la eleccion del periodo correcto
para la administracién del farmaco como de las propiedades del mismo".Estos tempranos informes
estuvieron durante mucho tiempo olvidados hasta la mitad del siglo veinte cuando se vuelve a dar
importancia al control horario del tratamiento de acuerdo con el curso ritmico de la enfermedad, por
ejemplo, la hora a la cual la insulina se debia administrar a los pacientes diabéticos (Von Mersdorf). De



los afios 50 a los 70, la experimentacién animal en roedores mostraron que la sensibilidad y resistencia de
los animales a una amplia gama de agentes nocivos, incluyendo muchas drogas usadas en medicina,
estaba claramente en dependencia con la fase del ritmo circadiano en el momento de la administracion.
De esta forma surgio el concepto de Cronofarmacologia, el cual se ha extendido a humanos en estudios
realizados por Reinberg, Halberg ' y muchos otros desde principios de los afios 60, se ha desarrollado
rapidamente durante las ultimas dos década, y se ha acumulado una gran cantidad de literatura al
respecto (Aschoff y Wever 1976; Biinning y col., 1973; Conroy y Mills 1970; Halberg 1959; Haus y col.,
1980, 1988; Haus y Halberg 1980; Reinberg y Ghata 1964). Muchos de estos cambios tiempo-
dependientes recurren en intervalos regulares y asi representan los ritmos, que son en cierto grado
predecibles en el tiempo. Con el uso de procedimientos estadisticos de ritmometria, vemos que una gran
proporcion de la variabilidad encontrada en la mayoria de las series de medidas de variables biolégicas
puede ser debida a una multitud de ritmos en diferentes rangos de frecuencia (Halberg y col. 1965 ;
Halberg y Panofsky 1961; Halberg y Reinberg 1976; Haus y col., 1980, 1981; Panofsky y Halberg 1961).
La Cronobiologia es la ciencia que investiga y cuantifica objetivamente los mecanismos de esta
estructura tiempo-bioldgica incluyendo las manifestaciones ritmicas de la vida (Halberg? y col., 1977).
Para el objeto del presente proyecto interesa especialmente el concepto de ritmo ultradiano (menos de 20
horas), porque se encuentran en los sistemas biolégicos como fendmenos ubicuos con una gama amplia
de frecuencias, que van desde milisegundos a unas pocas horas. Los ritmos ultradianos incluyen ritmos
en el EEG, la frecuencia respiratoria y cardiaca, ritmos en la presion de sangre, la alteracion entre el
movimiento rapido de ojo (REM) y el suefio no REM ,secreciones hormonales, etc. Algunos de estos no
se relacionan claramente en la frecuencia, mecanismos causales e importancia funcional. Otros, pueden
relacionarse con los ritmos ultradianos de otras variables en la misma gama de frecuencia, sugiriendo
algunos osciladores comunes (Pavlou y col., 1990). Determinados ritmos ultradianos como, la secrecion y
la concentracién en plasma de ciertos polipéptidos y hormonas esteroideas, son menos regulares y
menos reproducibles que los ritmos circadianos de los mismas variables, y pueden ser considerados
como pseudoperiédicos, pulsétiles o episddicos. Aunque la distribucion aleatoria de los picos secretorios
de estas hormonas, se asume frecuentemente, la observacién mas cercana y los medios apropiados de
analisis estadistico (Veldhuis y Johnson ° 1986) frecuentemente dan a conocer modelos con cambios
repetitivos (p.e., ritmico) en la frecuencia y amplitud sobre la escala de 24-h. Las interacciones entre el
sistema circadiano y ciertos ritmos ultradianos, se observan en el sistema endocrino. En algunos
parametros hormonales, el oscilador circadiano parece modular ambos, la magnitud y la frecuencia de los
pulsos hormonales .La repeticion de episodios secretorios en el sistema endocrino varia desde menos de
1h a aproximadamente 4 h. La amplitud de frecuencia y la distribucion sobre las 24-h, son caracteristicas
de cada hormona. En algunas variables, los pulsos secretorios varian en la amplitud y frecuencia como
una funcién de la fase circadiana. El nUmero promedio de pulsos informado sobre un espacio de tiempo
de 24-h, fue alrededor 15 para ACTH, 12 para la prolactina, 9 para TSH, y 4 para la hormona de
crecimiento (Van Cauter y Honinckx 1985). La colocacion temporal de estos pulsos sobre el espacio de
tiempo de 24-h, varia segun la variable , p. €j., los pulsos de hormona de crecimiento que ocurren
después de la iniciacion de suefio, los pulsos mas altos de la TSH durante la tarde y las horas nocturnas,
pero aparentemente no relacionado con el suefio y los pulsos mas grandes y mas frecuentesde de la
ACTH vy el cortisol, durante la noche avanzada y horas tempranas de mafiana (Desir y col., 1986;
Wehrenberg y col., 1982; Pohl y Knobil 1982; Sassin y col., 1969). El efecto fisiologico de algunas
hormonas sobre sus drganos diana, depende mas, de su secrecién pulsatil que de su secrecién continua
o dosificacion terapéutica. Pero también en otros, como TSH e insulina, su accion parece estar
aumentada por esta forma de secrecion, la cual parece ser 6ptima para obtener la respuesta fisioldgica
apropiada (Matthews y col., 1983; Bratusch-Marrain y col., 1986; Pohl y Knobil 1982). Hay evidencia
considerable de pulsatibilidad hormonal originada en el NSQ, aunque se conoce relativamente poco en
este momento en lo que concierne a la naturaleza simple o multiple de la marcadores involucrados, su
interaccion, modulacion y regulacion de retroalimentacion, por otros ritmos con marcadores iguales o
relacionados . Durante las tres Ultimas décadas el avance en las técnicas de medicién con monitores de
variables fisiolégicas y de laboratorio ha facilitado la introduccién de la Cronobiologia * en la medicina
clinica. El advenimiento de ordenadores electronicos durante este mismo tiempo ha permitido el uso de
métodos estadisticos de inferencia para la medicion cuantitativa de cambios relacionados en el tiempo en
funciones corporales y su evaluacion con cifras estadisticamente significativas. Estos avances han abierto
nuevos proyectos para el reconocimiento y comprensién de la anormalidad y en el tratamiento de la
enfermedad, y permiten una aplicacion significativa y eficiente en el costo de conceptos cronobioldgicos y
métodos de medicina clinica. Junto con los recientes avances en Cronofarmacologia, una aplicacion de
este tipo parece ahora oportuna y urgente en algunas otras areas como la Pediatria. >°72



Justificacion y objetivos

El desarrollo de las mencionadas ciencias basicas, como la Cronobiologia, ha permitido que se inicien
a nivel internacional lineas de investigacion encaminadas a profundizar en el conocimiento de sus
mecanismos intimos. En este sentido queremos subrayar la escasez de trabajos en humanos que alcanza
cotas aun mas bajas en el nifio y en el neonato. Una gran cantidad de sustancias del metabolismo, en
especial, hormonas, presentan un ritmo ligado a la jornada de 24 horas o ritmo circadiano, el cual se
expresa de forma mas o menos intensa en funcion de la sustancia de que se trata, lo cual debe estar
ligado al correspondiente mecanismo de regulacién. Lo mismo ocurre para la liberacién en picos
episddicos o liberacién oscilatoria. En el nifio, se admite que los procesos de crecimiento y desarrollo
juegan un destacado papel como factores reguladores de los ritmos de produccion hormonal. En la
actualidad no existen suficientes conocimientos que demuestren la regulacién genética de ritmos
pulsatiles de secrecion, aunque han sido descritos experimentos de gran interés que demuestran que la
funcién endocrina es un proceso ritmico y pulsatil determinado genéticamente. Los hechos esbozados
deben ser suficientes para caracterizar la secrecion pulsatil y ritmica de hormonas como fenémeno
determinado genéticamente, que refleja un sistema bioldgico y a la vez con caracteristicas individuales,
considerando los distintos parametros que se producen a nivel funcional en este sistema. Ahora bien, si
nos preguntamos qué efectos fisiologicos tiene esta ritmicidad y secrecién pulsatil, la cuestion tiene en
principio una explicacidon especifica aplicada a la Endocrinologia. Esta periodicidad de diferentes
concentraciones en la fase diurna y nocturna puede ser como los valores nocturnos bajos de ACTH-
Cortisol un fenédmeno econémico-biolégico, las hormonas que regulan el rendimiento activo agudo son
menos necesarias durante el suefio, al contrario que la hormona de crecimiento y la N-Acetil-5-Metoxi-
Triptamina , con su liberacién nocturna acentuada. Se debe hacer un intento de explicacion econémica
que propone que la menor actividad nocturna basal del organismo durante la noche deja mas espacio
metabdlico a procesos anabdlicos a largo plazo como es el caso del crecimiento (para la GH) o la accién
antioxidante y protectora celular atribuida a la aMT, quizas como novedad de mayor interés en el
proyecto que presentamos debemos decir, que con relacion a la serotonina (5-Hidroxi-Triptamina) (5HT)
y el Acido 5-Hidroxi-Indol-Acético (5SHIAA), no se conoce practicamente nada, ni de su patrén secretor
nocturno, ni de su significado funcional en nifios con baja talla. Consideraciones que en definitiva fueron
la base argumental para elaborar los objetivos del presente proyecto, los cuales definimos bajo los
siguientes términos: 1) Incorporar nuevos procedimientos informaticos y estadisticos al conocimiento de la
funcionalidad neurosecretora de 5HT y 5HIAA en el nifio. 2) Describir en nifios con baja talla el patron
neurosecretor de SHT y 5HIAA. 3) Analizar en los casos que sea posible mediante la aplicacion del
analisis de cosinor, si la produccién de 5HT y 5HIAA se ajusta a un patron de secrecion ritmica
(ultradiana) en el transcurso de las horas nocturnas. 4)Mediante las apropiadas técnicas y algoritmos de
clasificacion, estudiar si en los grupos de nifios con baja talla, finalmente catalogados como, Retraso
Constitucional del Crecimiento, Baja Talla Familiar y Déficit Neurosecretor de GH, y con la aproximacion
metodoldgica que permite el estudio de estos pacientes, definir pulsos de produccién de 5HT y 5HIAA
tanto en el conjunto de la muestra como en cada uno de los grupos finales. 5) Calcular la secrecién
integrada de SHT y 5HIAA durante el periodo tiempo comprendido entre las 21.00 y las 09.00 horas con la
finalidad de: a) Describir patrones -si los hubiera- de secrecién propios de cada uno de los grupos de
estudio incluidos en el proyecto. b) Establecer posibles diferencias entre los mismos. 6) Analizar las
analogias y diferencias existentes en este tipo de pacientes con relacion a los patrones de secrecién de
aMT, 5HT y 5HIAA.

Material

Los pacientes objeto del presente estudio fueron seleccionados de entre los atendidos en la Unidad de
Endocrinologia Infantil de nuestro Servicio de Pediatria , durante un periodo de tiempo continuado de
seis afnos. Todos ellos con las caracteristicas comunes de presentar un retraso del crecimiento,
circunstancia que tras ser valorada en su conjunto, condujo a la necesidad de realizar un estudio de
secrecion integrada de GH. Ante toda consulta por posible retraso del crecimiento , desde el punto de
vista médico, lo que interesa no es soélo saber si el nifio es mas bajo de la media normal, sino mas bien si
los patrones de crecimiento son los que cabria esperar, suponiendo que los factores exégenos y



enddgenos que influyen sobre el mismo funcionan a la perfeccion, para llevarlo a una talla que esté de
acuerdo con la de sus progenitores. De estas consideraciones se desprenden tres aspectos
fundamentales para valorar el crecimiento: 1) Situacidon del sujeto a estudiar con respecto a los
estandares de un grupo homogéneo de individuos normales de la misma edad, sexo y grupo étnico:
valoracion estadistica de la talla. 2) Ritmo de crecimiento expresado en cm/afo y valorado en un
periodo de al menos 6 meses: valoracion dinamica de la talla. 3) Relacion entre la talla del sujeto a
estudiar con la talla de los padres: valoracion familiar de la talla.

Una elemental clasificacion de baja talla permite distinguir entre baja talla variante de la normalidad, que
incluye la baja talla familiar y el retraso constitucional del crecimiento, y baja talla patolégica que a su vez
puede ser desproporcionada debida a displasias 6seas u otras causas como raquitismo, y proporcionada.
La baja talla patolégica proporcionada puede deberse a causas prenatanales como el retraso de
crecimiento intrauterino, algunos sindromes dismorficos 0 a anomalias cromosémicas, o bien, a cusas
postnatales entre las que se incluyen la malnutricién, enfermedades crénicas y endocrinopatias. Dado
este amplio abanico de posibilidades etiolégicas la conducta a seguir ante cualquier consulta por baja talla
requiere el desarrollo de una minuciosa valoracion del paciente con la realizaciéon de: A) La historia
clinica : donde se recogen ; antecedentes familiares, antecedentes personales y el motivo de
consulta:. B) Examen fisico que consistira en; una evaluaciéon por aparatos , la valoracion del
desarrollo puberal, expresandola segun los estadios de Tanner y una evaluacion auxolégica. C)
Examenes complementarios que incluyen; perfil analitico general, anticuerpos antigliadina y
antiendomisio, cariotipo, radiografia de la mano izquierda, pruebas de funcidn tiroidea pruebas
especificas cuyo objetivo es detectar una deficiencia de GH.

Esta sistematica constituye el protocolo de actuacién de nuestro servicio para el estudio de un nifio con
baja talla y que fue el que se aplico a la muestra seleccionada, la cual, en funcion del protocolo de estudio
de baja talla, fue diagnosticada finalmente de Retraso Constitucional del Crecimiento, Baja Talla Familiar
y Déficit Neurosecretor de GH, diagnésticos que empleamos para diferenciar cada uno de los grupos en
que fue dividido el material, en las (Tablas | y Il) recogemos de forma resumida algunas de sus
caracteristicas y resultados obtenidos en el estudio endocrinoldgico. La muestra objeto del presente
estudio, estaba compuesta por 25 nifios, los cuales fueron clasificados, segun el diagnéstico final, en tres
grupos: a) Grupo con baja talla familiar, compuesto por 12 pacientes, con una edad comprendida entre
los 5y 11 afos, siendo un 69% mujeres y un 31% varones . b) Grupo con Déficit neurosecretor de GH,
compuesto por 9 pacientes, entre 4 y 10 afios de edad, con cuatro mujeres y cinco varones. ¢) Grupo
con retraso constitucional del crecimiento, formado por 4 pacientes, entre 7 y 10 afios de edad,
siendo 1 mujer y 3 varones. En principio hay que admitir que la muestra finalmente seleccionada no es
muy amplia, pero es necesario considerar para obviar este inconveniente los siguientes aspectos: a) En
primer lugar las dificultades encontradas para su seleccion téngase en cuenta que se tardaron seis afos
para poder lograr los 25 nifios seleccionados, ya que entre otras muchas dificultades hay una que fue la
mas determinante, consistente en conseguir la autorizacion por parte de los padres o tutores para la
obtencién de muestras, las cuales finalmente eran obtenidas del sobrenadante que el laboratorio de
hormonas desechaba ; y b) La gran informacion que obtenemos en cada caso al poder medir hasta
veinticinco muestras consecutivamente obtenidas en cada uno de los pacientes, muestreo que en el
ambito pediatrico hay que considerar como excepcional.

Métodos: 1) Método clinico. El desarrollo del método clinico se fundamenta en el denominado protocolo
de baja talla, que incluye la aplicacion de los siguientes procedimientos: A) Anamnesis detallada: a)
Antecedentes familiares: entre lo cuales es imprescindible conocer la talla de los familiares cercanos al
paciente lo que permitira calcular la "talla diana" del paciente. Otro dato que debe solicitarse a los padres
es la edad en que ambos progenitores y hermanos mayores tuvieron el desarrollo puberal, asi como la
presencia de enfermedad hereditaria en la familiar, Condiciones socioeconémicas y ambiente familiar. b)
Antecedentes personales: donde la recogida de los datos debe remontarse al periodo de gestacion.
Siendo de gran importancia las condiciones en que se desarrolla el parto, puesto que las maniobras
violentas, presentacion de nalgas, situaciones de asfixia, etc, pueden ser causa de lesiones a nivel del eje
hipotalamo-hipdfisis y originar déficits hormonales con la consiguiente repercusién sobre el crecimiento.
Con respecto a la vida postnatal se debe insistir no sélo acerca de la existencia de cualquier tipo de
enfermedad mas o0 menos crénica, sino también sobre el régimen alimentario del nifio desde el nacimiento
y las circunstancias socio-familiares en las que tiene lugar el desarrollo del paciente. ¢) Motivo de
consulta: se recogeran datos sobre el tiempo de evolucidon de la talla baja, el momento en que lo



observaron y algunas circunstancias que puedan acompafiar a la misma (crisis de hipoglucemia,
mediciones previas, etc.) los cuales pueden ayudar a establecer el diagnéstico. B) Examen fisico
completo que incluira: a) Evaluacion por aparatos con objeto de detectar alguna anomalia que haya
podido pasar desapercibida con anterioridad, y la valoracion del estado nutritivo del paciente. c)
Evaluacion somatométrica .b) La valoracion del desarrollo puberal, expresandolo segun los estadios
de Tanner. C) Exdmenes complementarios que incluyen: a) Perfil analitico general: hemograma
completo, glucosa, urea, creatinina, proteinas totales, calcio, fésforo, fosfatasa alcalina, sideremiay orina,
con objeto de descartar alguna patologia subclinica que pudiera pasar desapercibida. b) Anticuerpos
antigliadina y antiendomisio, en situaciones de sospecha de patologia digestiva crénica. ¢) Cariotipo
que debe realizarse a toda nifia con baja talla, dada la elevada frecuencia del sindrome de Turner,
también puede ser conveniente realizarlo en algunos nifios para poder excluir alteraciones cromosoémicas
autosomicas, especialmente si tienen otras anomalias. d) Radiografia de la mano y muiieca izquierda

para conocer la maduracion Osea. e) Las pruebas de funcidn tiroidea,
especialmente la 2 E determinaciéon de TSH y T, séricas,
descartan la presencia de un o n-3 hipotiroidismo. f) Pruebas especificas
(cuyo objetivo es detectar una deficiencia de GH). Incluyéndose en
este sentido; Tests de despistaje: ejercicio + propranolol., suefio:

pretratamiento con esteroides sexuales. Tests definitivos: (Dos pruebas negativas descartan
bioquimicamente el déficit de GH) como; hipoglucemia insulinica, clonidina. arginina, L-Dopa, glucagon.
Consideramos clasicamente un déficit total de GH cuando su respuesta a dos pruebas de estimulo es
menor de 5 ng/ml, catalogandose de déficit parcial si dicha respuesta se sitia entre 5 y 10 ng/ml.
Secrecion integrada de GH: consideramos déficit de GH cuando la secrecion integrada de GH es
inferior o igual a 3.2 ng/ml . Estimulo de GH con GRF:cuyo objetivo es complementar aquellos casos
de secrecion de GH dudosa o deficitaria. Determinacién de GH en orina: su correlacion con la GH
sérica parece adecuada en estadios prepuberales. pero no asi durante la pubertad. Niveles basales de
IGF-I: util en el nanismo tipo Laron.

2) Método analitico. Las variables y procedimientos analiticos que se desarrollaron en el proyecto fueron:
a) La medicion de la hormona de crecimiento que se realizé mediante radioinmunoensayo: el principio del
ensayo esta basado en la competiciéon de la GH de la muestra con la GH contenida en los reactivos, la
cual esta fijada a un numero limitado de anticuerpos en los lugares de unién. b) La mediciéon de
serotonina y acido-5-hidroxi-indol-acético que fueron determinadas mediante cromatografia liquida de
alta presién, considerada actualmente la técnica de analisis mas versatil y ampliamente utilizada para la
separacion e identificacion de moléculas. EI método por el cual se separan las moléculas es la deteccion
electroquimica, método de eleccion para el analisis de sustancias facilmente oxidables como es el caso
del triptéfano y sus derivados ( serotonina y el acido-5-hidroxi-indol-acético).

3) Método estadistico. El analisis estadistico de los datos se realizé mediante la aplicacion de las
siguientes técnicas: a) Andlisis de la varianza de una y dos vias. b) Analisis de Cosinor. El anélisis de
cosinor, consiste en la representacion de la extension de datos por la funcion coseno que mas se ajuste a
la siguiente expresion:

yi- M+ A cos (wt; + @)

Donde; y; = valor del punto i, M= mesor o valor medio del ritmo, A = amplitud de la funcién, w = frecuencia
angular de la curva, ¢ = acrofase o tiempo en que se alcanza el valor maximo, t; =tiempo en que se mide
el punto i. Dicha funcién es tal que la suma cuadrada de las diferencias de cada uno de los valores a la
curva sea la minima entre todas las posibles elecciones. Este anadlisis es una técnica potente porque
puede tratar con tiempos de muestreo irregulares, integrados o puntuales y permite calcular los
parametros que nos definen el ritmo circadiano: Mesor: concepto que expresa el valor medio de la
funcion (se corresponde con la media aritmética de la extension de datos). En la siguiente expresion se
detalla la fdbmula a aplicar para calcularlo. Par amplitud-acrofase: la amplitud hace referencia al valor de
la curva en cada uno de los puntos que la definen. La acrofase es el momento (hora) en la que se alcanza
la maxima amplitud; se expresa en grados, considerando que las 24 horas se corresponden con 360
grados. Varianza residual: la varianza residual se calcula mediante la siguiente expresion:



Donde RSS es la suma residual de cuadrados o suma de cuadrados de desviaciones a la curva.
Porcentaje de ritmo: evalla el porcentaje de variabilidad de los datos representados por la curva coseno
ajustada. Para calcularlo, se hace una comparacion directa entre la variabilidad de los datos entorno a la
curva ajustada (RSS) y la variabilidad total presente (TSS). Un porcentaje alto indica un buen ajuste de
los datos a la funcién y, por tanto, habla en favor de la existencia de ritmo circadiano.

Porcentaje de ritmo (%V )= T35 - RSS 4

TSS

Donde TSS es la suma total de cuadrados o suma de cuadrados de desviaciones a la media. Un ajuste
perfecto seria aquel en el que el porcentaje de ritmo fuese del 100% (en ese caso RSS seria cero).En el
mismo sentido, el analisis del coseno investiga si los datos son mejor descritos por una curva coseno que
por una linea recta. El ajuste significativo de los datos a la curva (indica la existencia de ritmo circadiano)
se define como aquel en el que la amplitud de la curva ajustada es significativamente distinto de cero. Si
se cumple el supuesto anterior admitiremos la existencia de ritmo circadiano. Resumiendo, el analisis del
coseno es una técnica versatil y, cuando se usa adecuadamente, potente. Al igual que cualquier otro
método, debe ser utilizado con el debido reconocimiento de sus limitaciones y de los factores que pueden
socavar la validez de los resultados. c) Analisis cluster. El nombre de cluster analysis se utiliza para
definir una serie de técnicas, fundamentales algoritmos, que tienen por objeto la busqueda de grupos
similares de individuos o de variables que se van agrupando en conglomerados. Dada una muestra de
individuos, de cada uno de los cuales se dispone de una serie de observaciones, el cluster analysis sirve
para clasificarlos en grupos lo mas homogéneos posible en base a las variables observadas. Los
individuos que queden clasificados en el mismo grupo seran tan similares como sea posible. Para Sokar y
Sneath (1963), dos de los autores que mas han influido en el desarrollo del cluster analysis, "la
clasificaciéon es uno de los procesos fundamentales de la ciencia, ya que los fendmenos deben ser
ordenados para que podamos entenderlos". Antes de iniciar un cluster analysis deben tomarse tres
decisiones: 1) Seleccion de las variables relevantes para identificar a los grupos; 2) Eleccion de la medida
de proximidad entre los individuos; 3) Eleccidn del criterio para agrupar individuos en conglomerados. Es
decisiva la seleccion de las variables que realmente son relevantes para identificar a los grupos, de
acuerdo con el objetivo que se pretenda lograr en el estudio. De lo contrario, el analisis carecera de
sentido. Para la seleccion de la medida de proximidad es conveniente estar familiarizado con este tipo de
medidas, basicamente similitudes y distancias, ya que los conglomerados que se forman lo hacen en
base a las proximidades entre variables o individuos. Puesto que los grupos que se forman en cada caso
depende de la proximidad, distintas medidas de proximidad pueden dar resultados distintos para los
mismos datos. Para elegir el criterio de agrupacién conviene conocer, como minimo los principales
métodos de cluster analisys, en " Clasificacion de los métodos de cluster analysis". El programa de
analisis cluster es un algoritmo basado en un analisis estadistico de deteccién de picos, disefiado para
localizar todos los incrementos y decrementos significativos de una serie de datos en relacién a
modelos de variacién dosis dependiente. La combinacién de incrementos y decrementos significativos
da lugar a picos mientras que las regiones delimitadas por un incremento significativo y un decremento
significativo pero que no contienen variaciones significativas internas se denominan regiones interpicos
(valles) . El programa utiliza las mejores estimaciones de error del investigador para detectar grupos de
muestras que estan significativamente aumentados con respecto a los datos precedentes y posteriores
establecidos por un test de t de Student. El programa utilizara los verdaderos replicados asociados con
cada muestra (por ejemplo si hay disponibles tres 0 mas replicados), la estimacion 6ptima del promedio
del coeficiente de variacién o la desviacion estandar aplicable a dicha serie de datos, o (preferiblemente)
la estimacion de variaciones dosis dependientes .

n A*>F.,con F,enladistribuci n F de Snedecor

45° 6
(2,n-3;gl.)



Resultados

1) Perfil secretor. Dentro del capitulo de la estadistica descriptiva creemos que puede ser muy ilustrativo
expresar graficamente el perfil secretor de los datos en cada uno de los momentos horarios en los que
dividimos la muestra. En este sentido vamos a diferenciar cuatro perfiles diferentes: a) En el primero,
denominado perfil secretor global, se recogen los valores medios horarios en cada uno de los
momentos del estudio de la totalidad de la muestra, lo que viene a representar en cada uno de los puntos
la media de todos los casos.(Fig.-1) Con esta consideracién realizamos la grafica correspondiente y en
ellos podemos deducir los siguientes hechos: 1)La comparacion del perfil de ambos metabolitos muestra
como la tasa media de 5HIAA es muy inferior a la ofrecida por la 5HT. 2) La 5HT parece mostrar una clara
tendencia a disminuir la tasa de secrecién en el transcurso de las horas nocturnas, ya que se advierten en
la figura dos claros ascensos coincidiendo con las horas puntas; o lo que es lo mismo, mayor elevacion al
amanecer y clara disminucion con el periodo oscuro. 3) En relacion al 5HIAA, ademas del bajo nivel
medio encontrado, es facilmente evidenciable la escasa variacidon encontrada durante el periodo
estudiado. b) En el segundo perfil hemos representado los casos que finalmente fueron
diagnosticados de Baja Talla Familiar. En su grafica (Fig.-2) se pueden advertir como datos de mayor
interés los siguientes: 1) Menores niveles de 5HIAA que de 5HT, y 2) Un patron general similar al del
grupo global. c) En el tercero de los perfiles (Fig.-3) se representan los valores medios horarios
correspondientes al grupo con Déficit Neurosecretor de GH y como en los caso anteriores puede
apreciarse: 1) Menores niveles de 5HIAA, 2) Descenso al llegar las horas nocturnas, 3) Elevacion al
amanecer 4) Presencia de picos con mayores niveles de produccion durante la noche de 5HT. d)
Finalmente, en el cuarto perfil (Fig.-4) representamos los valores medios correspondientes al
grupo con Retraso Constitucional del Crecimiento, donde podemos apreciar; 1) Menores niveles
nocturnos de 5HIAA. 2) Descenso al llegar la noche mas exagerado que en los otros grupos. 3) Aumento
al amanecer de mayor magnitud que en los otros grupos.

2) Anadlisis de la varianza de una via. Siguiendo las instrucciones y recomendaciones de Minor y
Waterhouse ®, una de las formas de analizar diferencias y existencia de ritmos puede ser la aplicacion de
un andlisis de la varianza, el cual, bajo el objetivo de este propésito, seria de una sola via al considerar el
conjunto de la muestra como un sélo grupo, y ser cada uno de los momentos horarios del estudio las
variables a analizar. A continuacion pasamos a describir los datos de mayor interés: a) Respecto al
grupo general: en el caso del 5HIAA el valor de la (F) experimental en este analisis estadistico alcanzo
una cifra de 2.85 mayor que la (F) tedrica, en consecuencia se aceptd la existencia de diferencias
significativas entre las medias (Tabla Ill). Al existir un desigual numero de casos entre las variables se
aplico el test de Bonferroni para el analisis posterior, al objeto de conocer en que momento del proceso se
producen las diferencias. En el analisis posterior fueron encontradas diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de las primeras muestras horarias y de las Ultimas muestras horarias. En
cambio, en el caso de la 5HT la realizacion del analisis de la varianza de una via ofrecié un valor de (F)
experimental de 0.71 inferior a la (F) tedrica y en consecuencia sin diferencias significativas entre sus
valores medios correspondientes a cada uno de los momentos del estudio. (Tabla VII) . b) Grupos
diagnésticos: en las consideraciones por grupos diagndsticos los resultados encontrados fueron los
siguientes:

Variable 5HIAA: 1) Grupo con Baja Talla Familiar: el valor de (F) experimental alcanzé una
cifra de 2.28 y en consecuencia al ser mayor que la (F) tedrica, estadisticamente significativa. En el
analisis posterior al Anova encontramos que las diferencias se establecieron entre las variables V1-V23,
V1-V24 y V1-V25 en todos los casos con un valor de p<0.05. (Tabla IV). 2) Grupo con Déficit
Neurosecretor de GH: en este grupo no fueron encontradas diferencias estadisticamente significativa, al
encontrarse un valor de (F) experimental de 0.78. (Tabla V). 3) Grupo con Retraso Constitucional del
Crecimiento: tampoco, en este caso, encontramos diferencias significativas entre las variables con un
valor de (F) de 0.65 (p=N.S.) (Tabla VI)

Variable 5HT: En el caso de la 5-Hidroxitriptamina (serotonina) , en ninguno de los analisis



estadisticos realizados en funcién de los tres diagnosticos se encontraron diferencias significativas,
habiéndose obtenido unos valores de (F) experimental para cada caso de 0.28 (p=N.S.) en el grupo con
Baja Talla Familiar; 0.67 (p=N.S.) en el grupo con Déficit Neurosecretor de GH; y de 0.45 (p=N.S.) en el
grupo con Retraso Constitucional del Crecimiento. (Tablas VIIl, IX y X)

3)Analisis de la varianza de dos vias. En la consideracion metodoldgica seguida en esta apartado del
analisis de los datos, se ha realizado un analisis de la varianza de dos vias. Dicho andlisis se realiza en
funcion a dos factores: Factor | (Diagnésticos: Baja Talla Familiar, Déficit Neurosecretor de GH y Retraso
Constitucional del Crecimiento) y Factor Il (Horas). Existio significacion estadistica respecto al SHIAA
(Tabla Xl) al considerar la hora como factor clasificador con una F de 2.09 y p = 0.002. En la (Fig.-5) se
representa graficamente cada una de las determinaciones realizadas de Acido-5-Hidroxi-Indol-Acético, en
cada uno de los momentos horarios en que se dividio el estudio donde cada valor expresa el valor medio
de todos los casos en ese momento sin distinguir diagnésticos. Al aplicar el analisis de la varianza de dos
vias al Acido-5-Hidroxi-Indol -Acético respecto al factor de clasificacién diagnésticos, encontramos un
valor de F experimental superior a la F tedrica, por lo que podemos afirmar que existe diferencia
estadisticamente significativa con un valor de p =0.016, debiéndose destacar que el grupo con DGH, en
promedio presenta cifras menores de Acido-5-Hidroxi-Indol-Acético que el resto de los grupos (Fig.-6).
Con respecto a la 5-Hidroxi-Triptamina (serotonina) en la (Fig.-7) se representan los valores medios de
serotonina y las desviaciones estandar de cada una de las determinaciones observadas en cada uno de
los momentos horarios en que se dividi6 el estudio. En el analisis estadistico realizado se obtuvo una (F)
experimental de 0.86, inferior a la tedrica, por lo que no se pueden definir diferencias significativas con
respecto a esta monoamina (Tabla XIllI). Con respecto al factor de clasificacion diagnosticos, y como
podemos apreciar en la (Fig.-8) tampoco encontramos diferencias significativas al ser la (F) experimental
0.93 inferior a la tedrica.

4) Analisis de cosinor. Mediante el desarrollo de esta técnica estadistica, se pretende analizar la
posibilidad de que en el disefio del presente trabajo, podamos demostrar la existencia de una secrecién
ritmica. El analisis de cosinor consiste en la representacion de la extension de datos por la funcién coseno
que mas se ajuste a la siguiente expresion:

y =M + A cos( wt + @)

El analisis de cosinor investiga si los datos son mejor descritos por una curva coseno que por una linea
recta. Un ajuste significativo ( p < 0.05) es aquel donde la probabilidad de que los datos sean ajustados
tan bien por una curva coseno como por una linea recta es < 5%. El ajuste significativo de los datos a la
curva, lo cual indica la existencia de ritmo circadiano (ultradiano en nuestro caso) se define como aquel
en el que la amplitud de la curva ajustada es significativamente distinto de cero. Si se cumple este
supuesto admitiremos la existencia de ritmo ultradiano a un nivel de significacion a. Desarrollando el
analisis estadistico de los datos correspondientes a cada uno de los casos estudiados se obtuvo una
funcién coseno -la que mejor se ajusta a la nube de puntos- . Dichas funciones se corresponden con
curvas sinusoidales como se representa en las (Fig.-9) (Fig.-10) (Fig.-11) (Fig.-12) (Fig.-13) (Fig.-14), en
cada una de ellas se ha representado por una parte la nube de puntos que se corresponde con las pares
de valores hora/serotonina y hora/5-Hidroxi-Indol-Acético respectivamente y por otra, la representacion
grafica de la funcién coseno que hace minimas las distancias de cada uno de los puntos a la curva. Como
se puede comprobar al analizar el porcentaje del ritmo y el test de amplitud-acrofase, en el grupo con baja
talla familiar los casos 1, 5 y 6 presenta una secrecion ritmica ultradiana de 5HIAA, al igual que el caso 13
del grupo con déficit neurosecretor de GH y el caso 22 del grupo con retraso constitucional del
crecimiento. En cambio en lo referente a la serotonina, sélo presentd una secrecion ritmica ultradiana el
caso 14 del grupo con déficit neurosecretor de GH. Lo que parece indicar que la serotonina y el metabolito
final de la via de los hidroxi-indoles no siguen un patrén nocturno de secrecion ultradiana. (Tabla XIiI)
(Tabla XIV).



5) Andlisis cluster. La moderna adquisicion de técnicas y procedimientos estadisticos ha permitido que
puedan ser analizados aspectos de gran interés practico relacionados con los distintos modos de
secrecion hormonal. Experiencias que se han ido recogiendo en distintos programas informatizados y
técnicas estadisticas como son la autocorrelacion, el analisis de Fourrier, los conceptos de copulsatilidad
y deconvolucion, etc; avances que estan permitiendo conocer mejor importantes facetas de la fisiologia
endocrina en el nifo. Empleando algunos de estos procedimientos, con la metodologia descrita con
anterioridad pasamos a describir someramente consideraciones de interés en los resultados obtenidos.
Como se puede observar a continuacion los picos encontrados en los diferentes grupos son los siguientes
(Tabla XV): a) Grupo con Baja Talla Familiar, presenta un total de 34 picos en cuanto al Acido 5-Hidroxi-
Indol-Acético y de 30 picos respecto a la serotina.. b)Grupo con Déficit Neurosecretor de GH, presenta un
total de 22 picos en cuanto al Acido -5-Hidroxi-Indol-Acético y de 23 picos respecto a la serotina. c)Grupo
con Retrsaso Constitucional del Crecimiento, presenta un total de 7 picos en cuanto al Acido-5-Hidroxi-
Indol-Acético y tambien 7 picos respecto a la serotina. Estos resultados evidencian la existencia de
pulsos secretores (picos) en los tres grupos con un promedio de 3.09 pico por nifioy 2.77 para el 5HIIAY
5HT respectivamente, en los nifios con Baja Talla Familiar, de 3.14 y 3 respectivamente, en grupo con
Déficit Neurosecretor de GH, y 3 y 3 respectivamente en el grupo con Retraso Constitucional del
crecimiento. Por lo tanto, parece evidente la existencia de una secrecion pulsatil de serotonina y de 5
HIAA, observandose un promedio de picos de 3 en la secrecidn tanto de serotonina como de su
metabolito el 5-HIAA, promedio que ha sido muy similar en el los tres grupos de estudio. Esto obliga a
hacer referencia a un trabajo muy similar realizado anteriormente por nuestro grupo, en el que se
encontro evidencia de secrecion pulsatil nocturna de N-Acetil-5-Metoxi-Triptamina con un promedio menor
de picos en los nifios con déficit de GH, con respecto a los grupos con baja talla familiar y retraso
constitucional del crecimiento, aunque esta diferencia al aplicar distintos test estadisticos no fue
significativa.

Al analizar los picos nocturnos de serotonina y 5HIAA podemos observar como en los tres grupos el
momento de inicio de la produccién de los picos es anterior para el 5HIAA que para la serotonina con
antelacion de 30-60 minutos de este con respecto a la serotonina. Siguiendo en la descripcion de los
picos, a la hora de comparar los tres grupos podemos observar como la mayoria de los picos se producen
en la primera mitad del periodo oscuro, pero mientras que en los grupos con Baja Talla Familiar y Retraso
Constitucional del Crecimiento comienzan a producirse en la posicién 3-5 correspondiente a las 22.00-
23.00 horas para el 5HIAA y en la posicion 3-7 correspondiente a las 22.00 - 00.00 horas para la
serotonina; en el grupo con Déficit Neurosecretor de GH el comienzo de la aparicion de picos es mas
tardio observandose en la posicién 6-8 correspondiente a las 23.30 - 00.30 horas para el 5HIAA y en la
posicion 9-11 correspondiente a las 01.00 - 02.00 horas. Segun estas observaciones, a pesar no haber
diferencias entre los tres grupos en cuanto al numero de picos, si parece observarse una aparicion mas
tardia de estos en el grupo con Déficit Neurosecretor de GH con respecto a los grupos con Baja Talla
Familiar y Retraso Constitucional del Crecimiento, en los que la baja talla es considerada como una
variante de la normalidad.

Por otra parte, como se recoge en la (Tabla XVI), los valles hallados en los distintos grupos son los
siguientes: a) Grupo con Baja Talla Familiar, presenta un total de 29 valles en cuanto al Acido 5-Hidroxi-
Indol-Acético y de 37 valles respecto a la serotina. b) Grupo con Déficit Neurosecretor de GH, presenta un
total de 20 valles en cuanto al Acido 5-Hidroxi-Indol-Acético y de 22 valles respecto a la serotina. c)
Grupo con Retraso Constitucional del Crecimiento, presenta un total de 9 valles en cuanto al Acido-5-
Hidroxi-Indol-Acético y de 10 valles respecto a la serotina.

En el mismo orden de ideas y ya en una consideracion global, hemos querido recoger los conceptos mas
amplio, referidos fundamentalmente a la funcionalidad global en el periodo de oscuridad, encontrando, los
siguientes hechos: 1)Respecto a las medias correspondientes al area total, sélo se encontraron
diferencias significativas en lo referente a la secrecién nocturna de 5HIAA con una F experimental de
3.79 (p <0.05), siendo mayor el area total en el grupo con Retraso Constitucional del Crecimiento (Tabla
XVII). 2) En lo referente al valor medio, no encontramos diferencias significativas con una (F)



experimental de 0.28 para el 5SHIAA y de 0.05 para la serotonina. 3) Finalmente como se recoge en la
(Tabla XVIII) la concentracién integrada de serotonina y SHIAA en los tres grupos de diagndstico
considerados (BTF, DGH y RCC ), no ofrecieron diferencias significativas entre ellos.

Discusion

En principio hemos de adelantar que establecer una discusion con otros trabajos similares es dificil,
puesto que no hemos encontrado en la literatura ninguna aportacion que se dedique al estudio de “tipos
de secrecion” de estos dos metabolitos del triptéfano en nifios con baja talla. Aunque son evidentes sus
relaciones con determinadas patologias. Pero no por ello, vamos a desistir de comentar varios aspectos
que nos parecieron desde el principio realmente apasionantes. A) En primer lugar discutir algunas
consideraciones biogimicas y neuroldgicas, que de alguna manera han servido para que en los ultimos
afos se consolide una nueva disciplina llamada Neuroendocrinologia, la cual nos ha posibilitado un mejor
conocimiento de mecanismos y consecuencias clinicas de gran trascendencia practica '0'"'2134 En este
orden de ideas hay que recordar que el nucleo fundamental de esta aportacion parte del aminoacido
triptéfano, el cual ha de ser administrado con la dieta por su naturaleza de ser un aminoacido esencial. En
su metabolizacion, la célula sigue distintas vias, pero hay un paso fundamental que es el de la formacion
de serotonina (5HT), considerado como una encrucijada metabdlica puesto que a partir de él se van a
producir otros de gran importancia como son las distintas kynureninas, hidroxi y metoxi-indoles, destaca
de forma especial para el interés de esta discusion la formacion del acido 5-Hidroxi-Indol-Acético. Ambos
metabolitos han representado durante las ultimas décadas interesantes temas de investigacion en la
patologia del adulto (sindromes serotoninérgicos, trastornos depresivos, trastornos neuroldgicos, etc.) y
practicamente no se ha escrito casi nada en relacién al nifio. En la especie humana, Attanasio y cols'®
han observado una diferencia significativa entre los niveles de serotonina diurnos y nocturnos desde el
nacimiento, a lo que hay que anadir que solo un 2-5% del triptéfano ingerido sigue esta via metabdlica,
hecho importante que ya permite hablar de una produccién ritmica, que en el caso de la 5HT es de
predominio diurno. Casi toda la 5HT circulante se almacena en las plaquetas, habiéndose identificado en
ellas receptores para imipramina no diferenciables de los que estan presentes en las terminaciones
nerviosas serotoninérgicas del SNC. En cambio para el 5HIAA, no se han descrito ritmos de secrecion,
aunque es presumible que existan, puesto que si lo tienen enzimas relacionadas. De la importancia de
conocer si existe o no produccion variable en funcién del tiempo, habla una editorial del redactor jefe de
New England J of Med, en la que exige que para los estudios hormonales se describa con precision el
momento horario en el que se hace el estudio. Recomendaciéon que recogemos en estas lineas por la
trascendencia que tiene para la clinica identificar bien la normalidad y la patologia. 2) En segundo lugar
creemos de especial interés relacionar estos hallazgos con la clinica. Para ello, considerando las
plaguetas como un modelo de terminacion nerviosa serotoninérgica, algunos estudios han encontrado
un descenso en las concentraciones plaquetarias de serotonina en pacientes depresivos y su
recuperacion tras el tratamiento '®*'" .Otros, han demostrado un descenso de las concentraciones
plasmaticas tanto de triptéfano como de serotonina (5HT) en pacientes depresivos, asi como un aumento
estadisticamente significativo en el periodo de mejoria del estado animico. El concepto actual sobre la
base bioquimica de los trastornos afectivos se establece sobre la base de una alteracién en los sistemas
monoaminérgicos centrales. Junto a un estado deficitario de triptamina, jugarian un papel las
catecolaminas u otros "falsos neurotransmisores" en el sistema serotoninérgico; otras formas de
desequilibrio del sistema neurotransmisor central indoleaminas-catecolaminas; alteraciones en las
enzimas relacionas con las catecolaminas (MAO, COMT), y posibles contribuciones a cargo de las
sustancias psicopatdgenas indoleaminicas. Es conocida la estrecha e importante relacién existente entre
serotonina y 5HIAA con la depresién en general y con individuos que se han suicidado. A nivel nacional
Sainz '® y Aguilar ' han podido demostrar la disminucion de estos productos tanto en orina como en
sangre en nifios que sufren carencias afectivas. Estudios farmacoldgicos anteriores a la formulacion de
ésta hipétesis habian sugerido que el mecanismo de accién de los antidepresivos triciclicos y de los
IMAO, se ejercia por una mayor actividad de las vias nerviosas que usan, respectivamente, NE o 5HT
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como neurotransmisor. Las alteraciones en los mecanismos serotoninérgicos a nivel del SNC pueden dar
lugar tanto a una disregulacion del humor (estado animico) como de la agresividad . En los animales esta
bien establecido la relacién entre conducta agresiva y sistemas serotoninérgicos centrales 2.

En un modelo experimental con ratones, una menor disponibilidad de triptéfano inducida por una dosis de
L-metionina-RS-sulfoximina (MSO) (sustancia analoga a la metionina) conduce a un descenso en la
sintesis de serotonina cerebral, con la aparicion de trastornos de evolucién semicronica que recuerda a
las convulsiones tipo "gran mal" 2. Shaywitz #* et al, refieren igualmente una relacién entre aminas
cerebrales y epilepsia.

Silvertein, F y Jonson , MV 2 | encuentran en siete lactantes afectos de Sindrome de West un descenso
medio del 40% en la concentracién de HA en LCR, en relacion con un grupo control. No sefialando
diferencias respecto a la concentracién de HVA. La alteracion en el metabolismo de la HT parece jugar un
papel importante en la fisiopatologia del sindrome de West y en otras epilepsias mioclénicas (p.e.,
epilepsia miocldnica progresiva). En individuos adultos que padecen un cuadro de mioclonias de etiologia
postandxica, hay una degeneracion de las neuronas serotoninérgicas junto con un descenso en la
concentracion de HW , y con carbidopa, sefaldndose un aumento de HA y HWA en LCR, junto a un
descenso plasmatico de triptéfano, tanto antes como después del aporte de triptéfano 2* . Las neuronas
serotoninérgicas se situan principalmente en, y alrededor, de la linea media (rafe) del puente y zonas
posteriores del tronco cerebral las singulares caracteristicas del suefio en el sindrome de West , se
vinculan a una alteracién de esta zona o de sus proyecciones neuronales hacia centros superiores y/o por
la modulacion patolégica de los circuitos neuronales sobre los que influyen. Los mecanismos
serotoninérgicos juegan un importante papel en la liberacion de ACTH por la hipdfisis 2°. 3) Finalmente
consideramos que es importante discutir aspectos metodolégicos derivados de las nuevas técnicas y
procedimientos estadisticos e informaticas disponibles. Gracias a los estudios de Knobil %, se sabe que
las concentraciones hormonales sanguineas no sdlo presentan oscilaciones, sino que estas oscilaciones
juegan un papel importante en su accién . El significado de la secrecion hormonal en pequefias y
circunscritas cantidades viene subrayado por el hecho de que los pulsos del factor liberador de la
hormona luteinizante (LHRH) estimulan la secreciéon de gonadotropinas, mientras que la secrecion
continuada de este factor hipotalamico inhibe dicha secrecion . Con el fin de esclarecer la filsiologia de la
secrecion hormonal de tipo pulsatil, se ha intentado, en lugar de realizar mediciones puntuales y uUnicas,
analizar y describir la dinamica de las concentraciones hormonales en sangre. Para esto se hace
necesaria la confeccion de perfiles hormonales, realizados a intervalos regulares y mediante
determinacion plasmatica, en la que se obtiene el valor de la concentraciéon hormonal. Cuando se definen
los pulsos a través de una simple consideracion de los perfiles, se hace patente su mala e inexacta
reproductibilidad. El objetivo de los modernos procedimientos de analisis para la determinacién de los
pulsos, es el analisis estandarizado de los perfiles hormonales de diferentes personas o animales de
experimentacion (con el fin de poder establecer comparaciones). En el nifio este aspecto es
particularmente dificil, como ha sido reiteradamente documentado. Los pioneros de estas ideas fueron
Woodward y cols? , Hoffman y cols®® y Merriam y cols?® . Posteriormente se confeccionaron algoritmos
mas detallados, que permitieron un analisis mas diferenciado de los pulsos, considerando una secrecion
basal variable, un flujo a lo largo del tiempo, y una vida media de la hormona .

Nuevos métodos para el analisis del perfil hormonal intentan obtener conclusiones a partir de las curvas
obtenidas de la secrecién homonal. Estos métodos de deconvolucion reflejan no solamente el transcurso
temporal, sino la dimension de esta secrecion . En concreto, se habla de secrecion hormonal copulsatil a
la estrecha relacion temporal existente entre los pulsos de diferentes hormonas. La secrecion
sincronizada de diversos factores hipotalamicos liberadores de hormonas puede verse influenciada por
estimulos neurales (estrés, neurotransmisores) o humorales ( hipoglucemia). Es posible que una sola
hormona hipotalamica actue sobre diversas hormonas hipofisarias (ej: la LHRH estimula la secrecion de
hormona luteinizante (LH) y foliculoestimulante (FSH), la hormona liberadora de tirotropina (TRH) estimula
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la secrecion de hormona estimulante del tiroides (TSH) y prolactina. Lo que no queda claro, es, si estos
factores son responsables de la copulsatilidad de la secreciéon espontanea fisiolégica o no.En este
sentido, queremos hacer una llamada de atencién acerca de los fendmenos de copulsatilidad
relacionados con la 5HT y 5HIAA, de los que se conocen escasas referencias, ninguna referida a la edad
pediatrica, en esta experiencia, al analizar los perfiles secretores parecen existir claras evidencias de
copulsatilidad, lo que amplia el horizonte de estudios futuros en estos pacientes, asi como de
interpretaciones fisiopatoldgicas relacionadas con las secreciones hormonales. En este sentido, paralos
estudios matematicos de la copulsatilidad *°*'*2 se han utilizado de momento tres tipos diferentes de
métodos: a) Simulacion de los perfiles. b) Correlacion cruzada. c)Procedimiento estadistico: mediante
procedimiento estadistico puede calcularse la coincidencia de los pulsos, previamente calculados de
manera objetiva. Con esto se evita que una determinada copulsatilidad, estadisticamente significativa,
sea fruto de la casualidad (333- ) (335- ).

Respecto a a los estudios de los ritmos circadianos, hay que referirse a Minors y Waterhouse ° .En este
sentido, para el andlisis de los ritmos en el periodo neonatal, en experiencias previas de nuestro grupo,
fueron seguidas tres vias de tratamiento de los datos. En la presente aportaciéon hemos seguido el test
mas potente y recomendado por estos autores (analisis de cosinor) y el analisis de la varianza.

Para la deteccion de los picos hormonales, siguiendo a Hauffa * se deben usar algoritmos validados.

Uno de los primeros intentos en la confeccion de estos algoritmos fue el método del valor umbral,
disefiado por Santen y Bardin 3. Se define como pico de una muestra el aumento de la concentracion
hormonal en mas de un 20% con respecto a la muestra anterior. Al final del analisis se obtiene el nimero
y la posiciéon de los picos, el aumento porcentual de cada pico con respecto al nadir anterior, y la
concentracién media de la secuencia total de datos con las medidas de dispersion. Los problemas de este
método surgen cuando se produce un aumento no-lineal del error tipo | (falso pico), cuando existe una
fuerte influencia de la frecuencia de obtencién de la sangre sobre la frecuencia de los picos *. En este
sentido, la frecuencia de la obtencion de nuestras muestras no permite, por razones de ética, ser
aumentada y es posible que pueda sesgarse algun pico hormonal. El método ULTRA, disefiado por Van
Cauter **¥" | es de aparicion mas reciente. Define como pico a aquel momento que se produce
posteriormente a un nadir previo, seguido de una disminucién hasta alcanzar otro nadir. Un algoritmo muy
usado en investigacion clinica el es programa PULSAR, disefiado por Merrien y Wachter ** . En el afio
1983 se publico el programa detector de ciclos, disefiado por Clifton y Steiner *°. El algoritmo de este
programa determina un valor umbral, que debe ser superado para considerar la existencia de un pico. El
programa DETECT, disefiado por Oerter y cols *° , fue elaborado originalmente para la deteccion de los
picos, en los laboratorios clinico-quimicos.. El programa CLUSTER, disefiado por Veldhuis y Johnson 3
compara paso a paso el nadir de los datos con el test cluster (t-Test), y se detectan los aumentos
significativos. Acto seguido se registran las secuencias de datos de las disminuciones de concentracion
significativas. Alli donde se produce un aumento, después de un nadir, se determina un pico. Existen, por
otra parte, diversos modelos de varianza para la variabilidad intraensayo. En un trabajo reciente *' | se
estudiaron a nifios con baja talla, y clasificados en tres grupos, RCC, BTF y DPGH, tras la aplicacion del
protocolo de baja talla. Tras considerar la necesidad de realizar un secrecion integrada de GH, se
obtuvieron muestras sanguineas a intervalos de 30 minutos, desde las 21.00 h hasta la 09.00h. EIl
procedimiento empleado en esta experiencia ha sido el Cluster, con unos resultados que demuestran
como sobre una secrecion mantenida durante la noche (perfil ya descrito de tipo circadiano) se producen
picos de secrecion hormonal en los tres tipos de pacientes analizados, siendo mas frecuentes entre los
RCC y menos en los DPGH. Otro tipo de programas son los organizados en forma de red neuronal, y
representan estructuras con “capacidad de aprender”. La introduccién en la computadora de secuencias
de datos de hormonas, con sus respectivos picos, hace que el programa de ordenador aprenda lo que el
usuario considera como pico, y posteriormente se vea capaz de identificar estructuras semejantes. La
experiencia y la practica con este tipo de programas se encuentra, por el momento, limitada.
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Conclusiones

1) Los problemas éticos derivados de la investigacién en humanos y mas aun en el nifio, dificultan
claramente el acceso a un conocimiento mas preciso de los patrones de secrecién hormonal. En
consecuencia serd necesario crear nuevos procedimientos metodolégicos tanto de laboratorio
(micrométodos) como matematicos e informaticos para poder progresar en el terreno de la Pediatria.

2) En principio y en espera de nuevos proyectos que amplien el tiempo de estudio, en situaciones de
normalidad o préximas a ella, podemos aceptar que la secrecién de serotonina (5HT) y Acido-5-Hidroxi-
Indol-Acético (5HIAA) no se produce segun un patrén de secrecion ultradiano en el transcurso de las
horas nocturnas

3) Como ya se ha definido en relacion a la N-Acetil-5-Metoxi-Triptamina y en base a los datos que se
aportan en el presente proyecto podemos admitir que la secrecién de serotonina y Acido-5-Hidroxi-Indol-
Acético en el transcurso de las horas nocturna presenta sobre una secrecion basal ténica y mantenida,
pulsos secretores no sujetos a ningun tipo de patréon debido a una amplia variabilidad interindividual.

4) En principio y pendiente de realizar estudios mas amplios en los que se puedan contemplar
valoraciones que incluyan periodos de 24 horas, en funciéon de los resultados obtenidos en esta
experiencia podemos aceptar que, en el déficit neurosecretor de GH y en la baja talla familiar la
produccion de 5HIAA es significativamente mas baja que la ofrecida en nifios con retraso constitucional
del crecimiento.

5) Finalmente en relacion a la produccion de GH hemos de decir que en general en los nifios con baja
talla no existe el paralelismo descrito con anterioridad, entre N-Acetil-5-Metoxi-Triptamina y GH,
considerandose por tanto la producciéon de GH, 5HT y 5HIAA como totalmente independientes.
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