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Presentacion

La presente tesis es el resultado del trabajo en una linea de investigacion en el campo de

Metabolopatias y Cribado Neonatal.

En este documento se presentan los antecedentes, justificacion y objetivos del trabajo. Asi
mismo se describe de forma general la metodologia utilizada y los resultados principales

obtenidos.

También se presenta una discusiéon general que enlaza los principales resultados

obtenidos y su comparacién con los observados en la literatura relacionada.

Finalmente se presentan las conclusiones mas relevantes.

El tema central de esta tesis es el estudio de los valores de TSH neonatal en los recién

nacidos pretérmino y las variables influyentes en la variacion de los mismos.
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Summary

Background and objectives

Neonatal TSH concentration of preterm infants (RNP) differs from TSH of term infant (RNT) due
to the immaturity of the hypothalamic-pituitary-thyroid system. If we take the RNT decision
limits for congenital hypothyroidism (CH) to RNP, we will obtain too many false negative.
Because of that it’s necessary establish specific TSH reference intervals (Rl) for RNP. These will
allow adjust decision limits for RNP, a better understanding and approach of screening of HC in
this population group.

Methods

A cross-sectional study of all preterm infants (n = 6,526 RNP) in the province of Alicante
is performed in a full five years (2008-2012) with dried blood samples obtained on paper
of Generalitat Valenciana screening program of congenital metabolic disorders, analyzing
the TSH of the double screening and collecting anonymously the followings variables:
gestational age, birth weight, sex, twin, mother's age, days of life in cold extraction and
birth month. As a control group we take all RNT of the same period (n = 79,019),
excluding the HC. HC incidence in each group was analyzed, the differences between the
TSH of RNT and RNP was also analyzed and the TSH distribution depending of days of life.
To calculate the TSH IR of RNP we analyzed the influence of the collecting variables on the
changes of TSH. IR performed according to the influential variables.

Results

A higher incidence of HC is observed in RNP (0.092 %) than in RNT (0.047 %), the difference of
concentration of TSH is 0,22 mU/ml less in RNP and a similar distribution of TSH according days
of life are observed in both groups. The highest prematurity degree have lower concentrations
of TSH, increasing 0,06 mU/ml TSH for each gestational week. The RNP low birth weight (<
1500 g) have 0,28 mU/ml TSH lower than not low birth weight, born at coldest month have
0,10 mU/ml TSH increased than not born in the coldest month and sample early extracted (< 2
days) showed increasing 1,03 mU/ml TSH of not early. No significant differences in TSH were
observed by sex, age of mother and being twin. IR were performed by groups of prematurity
degree, subdividing into subgroups according to the influential variables: cold month and low
birth weight (< 1500 g).

Conclusions

The TSH IR of RNP calculated, may be used in clinical practice, after adequate validation,
allowing adjust specific TSH limits RNP decision after use and better interpretation of screening
in RNP.
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Resumen

Antecedentes y objetivos

La concentracion de TSH neonatal de los recién nacidos pretérmino (RNP) difiere de la de los
recién nacido a término (RNT) debido a la inmadurez de su sistema hipotalamo-hipéfisis-
tiroides. Este hecho hace que los limites de decision del cribado de hipotiroidismo congénito
(HC) tomados para los RNT, pueda dar lugar a falsos negativos en los RNP, haciéndose
necesaria la realizacién de unos intervalos de referencia (IR) especificos para los RNP, que
permita adecuar los limites de decisidn, una mejor interpretacién y abordaje del cribado de HC
en este grupo poblacional.

Métodos

Se realiza un estudio transversal de todos los recién nacidos prematuros (n=6.526 RNP) en la
provincia de Alicante en un periodo completo de cinco afios (2008-2012) con las muestras de
sangre desecada sobre papel obtenida programa de cribado de metabolopatias de la
Generalitat Valenciana, analizdndose la TSH de las muestras del doble cribado y recogiéndose
de forma andnima las variables: edad gestacional, peso al nacer, sexo, ser gemelo, edad de la
madre, dias de vida en la extraccion y mes frio al nacer. Como grupo control se utilizé todos los
RNT del mismo periodo (n= 79.019), excluyéndose del estudio los HC. Se analizd la incidencia
de HC en cada grupo, si existian diferencias en la TSH entre ellos y la distribucién de TSH segln
dias de vida en ambos. Para el célculo de los IR de los RNP se analizé la influencia de las
variables sobre la TSH y la evolucién de TSH intrasujeto, realizandose los IR en funcién de las
variables influyentes.

Resultados

Se observa una incidencia mayor de HC en RNP (0,092%) que en RNT (0,047%), una diferencia
de concentracion de TSH de 0,22 pU/ml menor en los RNP y una distribucién similar de TSH
segln dias de vida en ambos grupos. En los RNP se observa que los grupos con mayor grado de
prematuridad tienen menores concentraciones de TSH, aumentando la TSH en 0,06 uU/ml por
cada semana gestacional cumplida. Los RNP de bajo peso al nacer (< 1500 g) poseen una TSH
de 0,28 pU/ml menor que los que no tienen bajo peso al nacer, los que nacieron en mes frio
tienen una TSH de 0,10 uU/ml mayor que los que no nacieron en mes frio y los que se extrajo
la muestra de forma temprana (<2 dias) presentaron una TSH de 1,03 pU/ml mayor que los de
muestra no temprana. No se observaron diferencias significativas de TSH segun sexo, edad de
la madre y ser gemelo. Se realizaron IR por grupos de grado de prematuridad, subdividiéndolo
en subgrupos segun las variables influyentes mes frio y bajo peso al nacer (< 1500 g).

Conclusiones



Los IR de TSH en RNP calculados, podran ser empleados en la practica clinica, tras una
validacién adecuada, permitiendo adecuar unos limites de decisidon especificos en RNP tras su
uso y una mejor interpretacion del cribado en RNP.
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DIT: diyodotirosina
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Tg: tiroglobulina

THOP: hipotiroxinemia transitoria del prematuro
TPO: peroxidasa tiroidea

TRH: hormona liberadora de tirotropina

TRs: receptores especificos de hormonas tiroideas
TSH: tirotropina

TTR: transtiretina
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1. INTRODUCCION

1.1. Fisiologia y funcion de la glandula tiroidea

1.1.1. Estructura

La glandula del tiroides es la glandula endocrina mayor del cuerpo humano, con
un tamano aproximado de 55 mm de diametro longitudinal y 15 mm de grosor en la
edad adulta, situada en el compartimento anterior central del cuello, debajo de la laringe
y por delante de la traguea a la que asemeja falsamente proteger. De ahi su nombre,

“thyros” del griego, etimolégicamente “escudo”.

Estd constituida por dos lébulos laterales, unidos por una porcion central
denominada istmo. En su interior contiene numerosos foliculos de células rodeadas por
una sustancia coloidal que contiene grandes cantidades de tiroglobulina (Tg), una
glucoproteina yodada que sera el precursor proteinico de las hormonas que se sintetizan
en la glandula del tiroides: la tiroxina (T4) y la triyodotironina (T3) (Figura 1).

O O
H:N -~ | H:N a~ i ,
! COH | ﬂ OH

Triyodotironina (T3) Tiroxina (Ta)

Figura 1. Estructura hormonas tiroideas (Mendoza N, 2008).



1.1.2. Sintesis de hormonas tiroideas

La sintesis de las hormonas tiroideas tiene lugar en el foliculo tiroideo a partir

del yodo y de los residuos de tirosina de la Tg.

El yodo circulante en la sangre en forma de yoduro, proveniente de la dieta, es
captado por las células foliculares del tiroides para su oxidacion por una reaccion de
organificacion por la peroxidasa tiroidea (TPO) y peroxido de hidrogeno. El yodo
oxidado produce la yodacion de la Tg por sus residuos de tirosinas, dando lugar a la

monoyodotirosina (MIT), que a su vez puede volver a yodarse dando lugar a la
diyodotirosina (DIT).

MIT y DIT se encuentran acoplados a la Tg mediante un enlace éter, y seran los
precursores de las hormonas tiroideas. La unién de dos moléculas de Tg-DIT dara lugar
a la formacién de la Tg-T4 y la unién de una molécula de Tg-DIT y una de Tg-MIT
dard lugar a la Tg-T3 (Figura 2).

Una vez sintetizadas las hormonas tiroideas, son almacenadas en el coloide
folicular hasta que es necesaria su secrecion. En ese momento se produce una protedlisis
por las proteinas lisosomales (cisteina-proteinasa y endopeptidasa) con la consiguiente
liberacion de T4, T3, MIT y DIT (Braverman L, 2013) al torrente sanguineo.
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Figura 2. Sintesis de hormonas tiroideas (Despopoulos A, 2001)

Al mismo tiempo, se produce una recaptacion de la Tg al interior de la célula del
foliculo tiroideo, y se desyodan las moléculas de MIT y DIT no acopladas por accion de
la enzima deshalogenasa, reciclandose el yoduro que no se utilizé en la sintesis de las
hormonas tiroideas.

En este proceso la glandula del tiroides secreta aproximadamente 20 veces mas
T4 que T3.

1.1.3. Transporte de las hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas son transportadas en sangre unidas a proteinas. Las
funciones de las proteinas séricas de unién consisten en aumentar la reserva de hormona
circulante, retrasar la depuracion hormonal y regular el suministro de hormonas a

determinadas regiones tisulares (Longo DL, 2012)

La T4 se une principalmente a la globulina fijadora de tiroxina (TBG), que
transporta las dos terceras partes de esta hormona, a la transtiretina (TTR) que



transporta aproximadamente un 10% de T4 y en menor medida y con una unidon menos
especifica, a la albimina. La T3 posee en general, una menor afinidad de union proteica

qgue la T4, uniéndose principalmente ala TBGyala TTR.

Solo el 0,15% de la T4 y 0,3% de la T3 sérica circulan en forma libre (FT4 y
FT3), es decir, no unidas a proteinas. Constituiran las formas activas de la hormona por
lo que los mecanismos homeostaticos que regulan el eje tiroideo estan dirigidos al

mantenimiento de las concentraciones normales de hormonas libres.

1.1.4. Desyodacion periférica de T4

La T4, cuya concentracion en sangre es 10 veces superior a T3, es considerada
una prohormona ya que el 80% de la T4 se convierte en T3, que es la hormona activa,

por accion de las desyodasas (Gereben B, 2008).

La accion de la desyodasas, ademas de la conversion de T4 en la hormona activa
T3, tendra como objetivo transformar ambas en moléculas inactivas, T3 inversa o
reversa (rT3) y diyodotironina (T2) (Gatracds E, 2007), evitando asi la concentraciéon

excesiva de hormonas tiroideas.
Existen tres tipos de desyodasas (Figura 3):

-La desyodasa tipo 1 (MID-1), que se localiza principalmente en la glandula
en la glandula tiroides, el higado y el rifidn, tiene una afinidad méas o menos baja
por la T4.

-La desyodinasa tipo 2 (MDI-Il) tiene mayor afinidad por la T4 y se
encuentra por lo general en la hipdfisis, el encéfalo, la grasa parda y la glandula

tiroides y permite regular localmente las concentraciones de T3.

- La desyodinasa tipo 3 (MDI-III) inactiva la T4 y la T3 y es la fuente mas

importante de rT3 inversa.
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Figura 3. Desyodacion de las hormonas tiroideas (ID-1: MDI-I; ID-II: MDI-II; ID-III:
MDI-111) (Gatracos E, 2007)

1.1.5. Regulacion del eje tiroideo

La sintesis y liberacion de las hormonas tiroideas se lleva a cabo mediante un

proceso de retroalimentacion hipotalamo-hipofisis-tiroides (HHT).

El hipotdlamo secreta la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que llega al
sistema venoso portal hipotalamo-hipdfisis y estimula la transduccion de sefiales que
promueven la sintesis y liberacion de la tirotropina (TSH) en la hipdfisis, la cual, a su
vez, aumenta el tamafio, actividad y la vascularizacion de la glandula del tiroides,
modulando la captacion de yodo y estimulando la sintesis de hormonas tiroideas
(Chiamolera Ml, 2009).

El aumento de las concentraciones de T4 y de T3, especialmente de T4,
produciran una retroalimentaciéon negativa que inhibe tanto la TRH en el hipotalamo,

como la TSH en la hipdfisis
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Figura 4. Regulacion del eje hipotalamo-hipofisis tiroides (Kasper D, 2006).

La TSH es el regulador mas importante del eje tiroideo. Su concentracion sera
un equilibrio entre las concentraciones de hormonas tiroideas, fundamentalmente T4, y
TRH, siendo la concentracion de hormonas tiroideas el regulador dominante de la
produccion de TSH.

De esta forma una disminucion de la concentracion de T4 aumenta la produccion
basal de TSH y potencia la estimulacion de TSH mediada por TRH. Por el contrario, un
aumento de la concentracion de T4 suprime de forma rapida y directa la TSH e inhibe la
estimulacion de la TSH mediada por TRH (Longo DL, 2012).

Al igual que otras hormonas hipofisarias, la TSH se libera de forma pulsatil y
presenta un ritmo diario alcanzando su concentracibn maxima por la noche. No
obstante, estas elevaciones de la TSH son moderadas en comparaciéon con las de otras
hormonas hipofisarias, en parte debido a que la TSH tiene una vida media plasmatica

relativamente larga (50 min).



La dopamina, los glucocorticoides y la somatostatina suprimen la TSH, pero no
tienen gran importancia desde el punto de vista fisioldégico, excepto cuando estos

agentes se administran en dosis farmacoldégicas.

1.1.6. Accion de las hormonas tiroideas

Las formas libres de las hormonas tiroideas, FT4 y FT3, atravesaran la
membrana celular y se unirAdn a sus receptores especificos (TRs), existentes en la
mayoria de células del organismo, dando lugar a una modificacién de la transcripcion y

transduccion de sefnales (Cheng SY, 2010).

Existen dos tipos de receptores,alRTRpB, que pueden estar expresados como
varias isoformas del receptor y que codifican para distintos genes. Aunque tanto FT3
como FT4 se puedan unir a ellos, FT3 tiene una afinidad diez veces mayor que FT4.

Esta unién desencadenara las multiples acciones de las hormonas tiroideas en el
organismo, pudiéndose dividir en dos grandes grupos: acciones sobre el metabolismo y

acciones sobre el crecimiento y maduracion (Figura 5).
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Figura 5. Acciones de las hormonas tiroideas en el organismo (Mendoza N, 2008)



1.2. Fisiologia y funcion tiroidea fetal

1.2.1. Embriologia de la glandula tiroides

El desarrollo de la glandula tiroidea se produce desde la 32 semana de gestacion,

terminando hacia la 112 semana de gestacion.

Deriva embriolégicamente de la capa germinal del endodermo originAndose en
el foramen caecum de la lengua. En la 32 semana de gestacion, se desarrolla el
diverticulo tiroideo en la linea media, entre el primer y segundo arco faringeo (Sadler
TW, 2006). Este diverticulo se alarga caudalmente hacia la faringe, haciendo contacto

con el hueso hioides que se esta formando.

Al final de la cuarta semana de gestacién, al llegar a su posicién definitiva, a
nivel del tercer al sexto anillo traqueal, el diverticulo se bifurca y se forman dos I6bulos
conectados entre si por el istmo. La glandula tiroides permanece conectada al epitelio
ventral de la faringe por el conducto tirogloso que desemboca en el foramen ciego, en la
base de la lengua. Este conducto sufre apoptosis y degenera hacia la 73-82 semana,
cuando la glandula tiroides adquiere la localizacion final en el cuello y pierde la

conexion con la faringe (Pederna E, 2006).

Desde la décima semana gestacional se pueden apreciar histologicamente los
foliculos tiroideos que contendran los coloides hacia la duodécima semana. En esta
semana el sistema tiroideo es bastante completo, incluyendo el hipotalamo, la hipofisis
y la glandula del tiroides (Fisher D, 2008).

1.2.2. Funcion tiroidea fetal

La funcion de la glandula tiroidea no se detecta hasta la 42 semana gestacional,

con la sintesis de tiroglobulina en la semana 52 (Rosen F, 1966), seguida de la captura
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de yodo a la 122 semana y la sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas hacia la 142

semana (Larsen W, 2001).

A pesar de ello, durante el primer trimestre y gran parte del segundo, el feto es
incapaz de producir concentraciones suficientes de hormonas tiroideas, debido a la
todavia inmadurez de su funcion tiroidea. El aporte de las mismas sera de origen casi
exclusivamente materno, que via transplacentaria dotara al feto de las concentraciones

necesarias para su desarrollo, especialmente del sistema nervioso (Contempre B, 1993).

Sera hasta el final del segundo trimestre, cuando aumente la concentracion de T4
de origen fetal, fruto de un aumento de la TBG y a una mayor respuesta al estimulo del

tiroides por la TSH.

De esta forma la concentracion del suero fetal de T4 se elevan desde 2 pg/dl
hacia la semana 12, hasta 10 pg/dl hacia el final del embarazo, al igual que la
concentracion de FT4 de 0,1 ng/dl hacia la semana 12, a 2,0 ng/dl al final del embarazo,
siendo inferiores a las concentraciones de T4 maternas (Thorpe-Beeston JG, 1991).

La concentracion en suero fetal de T3 se eleva de forma mas discreta que la T4,
desde 0,1 ng/dl hacia la semana 12, hasta 45 ng/dl al final del embarazo, siendo

inferiores también a las concentraciones de T3 maternas (Thorpe-Beeston JG, 1991).

La enzima MDI-III presente en la placenta, Utero y estructuras fetales, convierte
a las formas activas T4 y T3 en las formas inactivas rT3 y T2 respectivamente,
previniendo la concentracion excesiva de hormonas tiroideas de origen materno en el
feto (Burrow GN, 1994). De esta forma se ira regulando las concentraciones adecuadas
segun el desarrollo tisular y funcional tiroideo fetal, observandose una mayor

concentracion de rT3 en suero fetal que en suero materno (Wu SY, 1978).

La MDI-II, localizada en cerebro, pituitaria, placenta, musculo esquelético,
corazodn, tiroides y en el tejido adiposo, también contribuye a ello aunque en menor
medida, aumentando su concentracién y actividad después de la mitad de la gestacion
(Kester MHA, 2004).
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Por el contrario la MDI-I, de localizacion principalmente hepatica, renal y
tiroidea, se encuentra a bajas concentraciones durante el periodo perinatal, aumentando

sus concentraciones y ejerciendo su accion en el periodo adulto (Richard K, 1998).

La sulfatacion es otra forma de inactivacion de las hormonas tiroideas durante el
periodo fetal. Las enzimas sulfotransferasas inactivan la T4 y la T3 sulfatando el grupo
hidroxilo fenolico de su estructura, convirtiendolas en sus formas sulfatadas T4S y T3S
respectivamente, siendo los principales metabolitos de la hormona tiroidea que circulan
en el feto (Koopdonk-Kool JM, 1996) (Figura 6).
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Figura 6. Maduracion de las concentraciones en suero de las hormonas tiroideas y sus
metabolitos en el feto y recién nacido (rT3S: forma sulfatada de triyodotironina
reversa) (Delbert A, 2008).

La regulacion hipotalamica-tiroidea se va desarrollando simultaneamente a la
sintesis de hormonas tiroideas hasta el final de la gestacion. Desde la semana 62 a 82, las
neuronas hipotalamicas contienen ya la TRH y el sistema vascular y la hipdfisis portal

también comienzan a desarrollarse.

Las isoformas TEL y TR31 del receptor de hormonas tiroideas son detectadas

en el cerbero fetal en la 8% a 102 semana, aumentando su concentraciéon desde la 162
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semana (Iskaros K, 2000). Los receptores localizados en el higado, corazon y pulmoén se

pueden detectar desde la semana 132 (Rajatapiti P, 2005).
La liberacién de TSH se da desde la 122 semana (Obregon MJ, 2007).

La placenta y el pancreas fetal producen TRH, que explican en gran parte las
altas concentraciones de TSH presentes en suero fetal (Fisher D, 1994). Estas se
correlacionan mejor con las concentraciones de TRH hipotalamico y pituitario (Delbert
A, 2008). No se conoce bien el papel de la TRH extrahipotalamica en la maduracién

tiroidea.

La TRH hipotalamica comienza a incrementarse en el segundo trimestre, al igual
que la TRH pituitaria y la concentracion de TSH en suero fetal, que va gradualmente
ascendiendo desde la 122 semana gestacional hasta el final de la gestacion (Figura 7).
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Figura 7. Concentraciones de TRH pancreatica, pituitaria e hipotalamica y su relacion
con la concentracion de TSH en suero en el feto y el recién nacido humano, en la
maduracién del sistema hipotalamo-tiroideo (Delbert A, 2008).

La glandula del tiroides acelera su crecimiento en el tercer trimestre,
aumentando unas 8-10 veces de tamafio durante las semanas 302-422 (Ares S, 1995),
aumentando también su contenido en yodo, tiroglobulina y yodotironina (Van den Hove
MF, 1999).
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Las relaciones de retroalimentacion por feedback negativas aparecen entre la
semana 202 y 242 pero no seran completamente maduras hasta el primer o segundo mes
de vida postnatal (Fisher DA, 2000).

1.2.3. Funcioén tiroidea neonatal

La transicion exitosa hacia la vida extrauterina requiere que el feto haya
experimentado un proceso de maduracion neuroendocrino para coordinar las acciones
hormonales de la corteza suprarrenal, médula suprarrenal y tiroides, que le permita la
transicion a la respiracion aérea, adaptacion cardiovascular, termogénesis, homeostasis

de la glucosa y maduracién del intestino entre otras funciones (Gluckman PD, 1999).

En los 30 a 60 minutos posteriores al nacimiento, la concentracion de TSH en
suero de los recién nacidos a térmiro 37 semanas), asciende repentinamente
pudiendo llegar hasta 60-80 pU/ml. Se sugiere que puede ser debido al cambio de

medio mas frio y/o al corte del cordon umbilical (DeZegher F, 1994).

Posteriormente la concentracion de TSH disminuye rapidamente, descendiendo a

concentraciones inferiores de 10 pU/ml en menos de una semana (figura 7).

Después de las primeras cuatro semanas, el intervalo de referencia de TSH es
0,5-6,0 pU/ml superior a las concentraciones de los adultos, alcanzandose

concentraciones similares a éstos a los dos afos de edad.

El aumento en la primera hora de vida de la concentracion de TSH, estimula la
secrecion tiroidea de T4, observandose un pico a las 24 a 36 horas de vida
aproximadamente de 10-22 pg/dl. Las concentraciones de T3 también se elevan al
mismo tiempo a un maximo de 250 ng/dl, fruto de la secrecién tiroidea y conversiéon de
T4 en T3 en los tejidos periféricos (Fisher DA, 2000).

Al igual que las concentraciones de TSH, las concentraciones de T3 y T4 iran

descendiendo gradualmente estabilizandose en concentraciones ligeramente mas altas
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que las que se encuentran en los adultos, entre 7 a 16 pg/dl las concentraciones de T4 en

suero y entre 0,8 a 2,0 ng/dL las concentraciones de FT4 en suero.

1.3. Funcion tiroidea en prematuros

1.3.1. Prematuros, grupo poblacional.

Segun la OMS la definicion de recién nacido prematuro (RNP) es todo recién
nacido vivo antes de las 37 semanas completas de gestacion. A los nacidos a las 37
semanas completas de gestacion o posteriores se les denominan recién nacidos a
término (RNT).

Basadas en las semanas de gestacion, la OMS (WHO, 2012) clasifica a los

prematuros en las siguientes categorias:
a) extremadamente prematuro (RNEP) a los < 28 semanas gestacionales
b) muy prematuro (RNMP) a los nacidos entre 28 a < 32 semanas gestacionales
c) prematuro moderado o tardio (RNTP) a los nacidos entre 32 a <37 semanas.

De los nacimientos prematuros aproximadamente el 84,3% ocurren en los
prematuros RNTP, 10,4% en los RNMP y 5,2% en los RNEP (Figura 8), porcentajes
gue se mantienen estables en diferentes regiones geograficas (41 paises) y diferentes

periodos de tiempo (1990-2010), lo que sugiere una base biolégica (Howson CP, 2012).
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Figura 8. Nacimientos prematuros por edad gestacional y region en 2010.

El nacimiento prematuro es la causa principal de muerte de recién nacidos en las
primeras cuatro semanas de vida y actualmente es la segunda causa de muerte en nifios

menores de 5 afos, después de la neumonia.

La prematuridad es un problema global (Figura 9), que afecta a todos los paises,
representando del 5-18% de los nacimientos en 184 paises y cerca de 15 millones de
nacimientos al afio (Blencowe, 2012), yendo el problema en aumento porque las tasas

de nacimientos prematuros estan aumentando en casi todos los paises con datos fiables.
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Figura 9. Tasa de nacimientos prematuros en el mundo en 2010 (Blencowe, 2012)

Las tasas de nacimientos prematuros en Espafia en 2010 representan un 7,45%,
es decir, un total de 498.300 RNP, de los que 400 de ellos fallecieron. Estos datos
colocan a Espafa en la posicion n® 40 de paises con menos partos prematuros, sin
embargo esta tasa comparada con 1990 supone un aumento del 2,25%. En la provincia
de Alicante, entre los afios 2008-2011 la tasa de nacimientos prematuros se sitlio en el
6,75% con un 1,04% de RNEP y 5,72% de RNMP y RNTP (Cortés E, 2013)

La OMS ha propuesto diversas medidas de prevencion y atencion sanitaria para
este grupo poblacional, con el objeto de reducir la prematuridad y dotar de una mejor
asistencia a los recién nacidos prematuros. Especialmente importante es la atencion a
los RNEP, donde las diferencias de supervivencia son mas diferentes entre paises,
siendo el nimero de muertes 9 veces mayor en los paises del tercer mundo que en los

paises desarrollados.
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1.3.2. Funcioén tiroidea

1.3.2.1 Inmadurez del sistema

Las concentraciones de hormonas tiroideas de los RNP, especialmente las de los
RNEP, difieren de las concentraciones de los RNT, debido a la inmadurez de su sistema

tiroideo.

El grado de inmadurez varia con la edad gestacional y con el peso al nacer,
siendo las formas méas graves las que afectan a los RNEP y a los de peso < 1500 g al
nacer (Van Wassenaer AG, 2002).

La inmadurez se manifiesta en: pérdida de T4 materna, respuesta termogénica
menos eficiente, inmadurez del eje HHT, menor reserva tiroidea y metabolismo tiroideo
fetal persistente (Delbert A, 2008).

I. Pérdida de T4 de origen materno

Al principio de la gestacion, la transferencia placentaria es la Unica fuente de T4,

siendo ésta esencial para el desarrollo neurolégico normal del feto.

Entre las semanas 62 a 112, antes del inicio de la funcién tiroidea fetal, ya es
detectada la T4 de origen materno en el liquido celomico (Contempre B, 1993). La
transferencia placentaria de T4 continua hasta el final del embarazo, en la que la T4 de

origen materno en el feto representa aproximadamente un 30% (Vulsma T, 1989).

El aporte de T4 es especialmente importante en los RNEP, en las que la
concentracién de T4 de origen fetal es relativamente baja al nacer. En ellos, la pérdida
de esta T4 materna con el parto es un factor importante que contribuye a la disminucién

de T4 en suero durante las primeras horas de vida postnatal.
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[I. Capacidad termogénica inmadura

La capacidad termogénica de los RNP es menor que la de los RNT, debido al
retraso de la maduracion de los mecanismos generadores de calor, especialmente los
asociados al tejido adiposo marrén cuya estimulacion requiere T3 y catecolaminas. Esta
situacion de inmadurez en la capacidad termogénica se ve reflejado en el metabolismo

energético, especialmente en el metabolismo de la glucosa y el glucdégeno.

La situacion se ve agravada por una mayor pérdida de calor debido a factores
asociados a la prematuridad: alta relacion superficie/volumen, menor aislamiento
cutaneo especialmente en los < 1500 g, control vasomotor inmaduro y postura corporal

que le impide cambiar su posicion en flexion de las cuatro extremidades.

La TRH esta implicada en la regulacion de la homeostasis de la temperatura al
regular el sistema nervioso vegetativo y el eje tiroideo. La exposicion al frio libera TRH
del hipotdlamo mediada por catecolaminas, que desencadena un aumento de la

secrecion de TSH hipotalamica y produccién de hormonas tiroideas.

[ll. Inmadurez del sistema hipotalamo-hipofisarimides

El estrés del parto estimula el aumento de las concentraciones de cortisol y de
vasopresina (Lee MM, 1989). Los RNP al disponer de un sistema hipotalamico
hipofisario todavia inmaduro no pueden dar una respuesta adecuada, predisponiéndose a

hipotensién e hipoglucemia (Ng PC, 2004).

Una situacion similar ocurre con la TSH debido a la inmadurez del sistema
hipotalamico hipofisario. EI cambio de medio mas frio al nacer y el corte del corddn
umbilical provocan un aumento de la concentracion de TSH en los nacidos a término,

gue se da en menor medida en los RNP (Murphy N, 2004).

Esta respuesta limitada de TSH de los RNP, también se observa en la
hipotiroxinemia (Fuse Y, 1990), situaciébn en la que se observan descensos de las

concentraciones de hormonas tiroideas. Un mecanismo de regulacion efectivo y maduro
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ante este estimulo, daria lugar a un aumento de la concentracion de TSH, con la

finalidad de estimular la sintesis de hormonas tiroideas por el tiroides.

La maduracion completa de los mecanismos de feedback de la TSH del RNP no
se dar4 hasta dos o tres meses de vida postnatal.

IV. Menor reserva tiroidea

El volumen de la glandula tiroidea de los RNP es menos que el de los RNT. El
volumen es inferior a 0,2 ml en RNEP, pero ira aumentado hasta 1,5 a 2,0 ml en las
primeras semanas de vida, al alcanzar lo que equivaldria a la 30 semana gestacional
(Ares S, 1995).

El contenido de las reservas de yodo en prematuros de 24-32 semanas es menor,
35 pg/mg, comparado con nacidos a término de 8-41 semanas, 180 pg/mg. Al igual que
la concentracion de tiroglobulina (5,6 pg/mg en prematuros, 21,6 pg/mg en a término),
T4 (1,2 mol/mol Tg en prematuros, 3,7 mol/mol Tg a término) y T3 (0,027 mol/mol Tg
en prematuros y 0,091 mol/mol Tg en nacidos a término) (Van den Hove MF, 1999).

La ingesta de yodo limitada durante la 12 a 22 semana también contribuye a la

menor reserva tiroidea (Ares S, 2005).

V. Metabolismo tiroideo fetal persistente.

El metabolismo tiroideo fetal esta orientado a utilizar el aporte de hormonas
tiroideas de origen materno y a metabolizar el exceso a metabolitos no activos mediante

reacciones de desyodacion y sulfatacion.

En el nacimiento el aumento de la concentracion de cortisol junto con el
aumento de TSH y T4 aumentan la actividad de la MDI-I, reduciéndose la actividad de
la desyodasa MDI-Il y de las sulfotransferasas. Estos cambios en las actividades
enzimaticas provocan un descenso de la concentracién de la rT3 y de la T3S y un

aumento de la concentracion de T3.

20



En los nacidos antes de 30 semanas no se ha podido producir la maduracion de
los sistemas metabdlicos implicados. Por ello nacen con una concentracién de T3 menor
y unas concentraciones mayores de rT3 y de T3S, que se mantiene varias semanas
(Williams FL, 2004).

1.3.2.2 Concentraciones de hormonas tiroideas y TSH en prematuros

Los cambios que sufren las concentraciones de TSH, T4 y T3 son similares a los
RNT pero con concentraciones cuantitativamente menores segun su grado de

prematuridad.

Una hora después de nacer, tienen menores incrementos en los valores de TSH y
concentraciones de T4 libre que los nacidos a término. La mediana de concentraciones
de TSH en suero en los RNEP es de 8 mU/l, en los RNMP de 20 mU/l y en los RNTP
23 mU/I. Mientras que las de FT4 son 1,5 ng /dl en RNEP, 2,1 ng/dl en RNMP, y 2,3
ng/dl en RNTP (Murphy N, 2004).

En la primera semana de vida la concentracion de FT4 en suero oscila entre 0,5
y 3,3 ng/dl enlos RNEP y entre 1,3 a 4,7 ng/dl en los RNMP (Adams LM, 1995).

Al igual que en los RNT, la concentracion sérica de T4 desciende en la primera
semana de vida, siendo el descenso mayor dependiendo del grado de prematuridad, ya
gue el aclaramiento de T4 es mas rapida en los RNEP (Williams FL, 2004). En caso de

déficit de yodo este descenso es mas acusados en todos los RNP (Ares S, 1997).

Después de varias semanas, las concentraciones de T4 y de T3 se elevan
gradualmente asemejandose a las concentraciones de los RNT (Carrascosa A, 2008).
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1.3.2.3 Otras situaciones que afectan a la funcion tiroidea de prematuros

I. Predisposicion al sindrome de enfermedad no tiroidea.

Los RNP son un grupo poblacional muy susceptible de enfermar, especialmente

los RNEP, seguidos en riesgo por los RNMP y los RTP.

Muchas de estas morbilidades, especialmente las de mayor gravedad, estan
asociadas a lo que se conoce como “sindrome de enfermedad no tiroidea” o “sindrome

del eutiroideo enfermo” (SEE).

Este sindrome hace referencia a una alteracion de las concentraciones de T3, T4
y/o de TSH en un paciente eutiroideo, secundarias a una patologia ajena al tiroides
(infeccidn, insuficiencia cardiaca, insuficiencia hepatica, etc). Una vez recuperado de la
enfermedad extratiroidea las concentraciones de T3, T4 y de TSH vuelven a la
normalidad (Marks SD, 2009).

El SEE se caracteriza por una concentracion en suero baja de T3 y de FT3, alta,
baja o0 normal de T4, normal o elevada FT4 y baja de TSH (DeGroot LJ, 2006).

La bajada en la concentracion de T3 se debe a la inhibicion de la MDI-1 por las
citoquinas, reduciéndose asi la produccion de T3 y T4 de origen no tiroideo. La
concentracion de rT3 aumenta, ya que la MDI-I también esta implicada en la reaccién

enzimatica de su degradacion.

La paradoja del aumento o normalidad de FT4 en algunos enfermos, se debe a
una disminucion de la TBG, proteina encargada del trasporte de la tiroxina. Al

disminuir la TBG, se queda mas tiroxina en forma libre.

Las citoquinas también suprimen la liberacion hipofisaria de TSH,
disminuyendo asi la concentracién de ésta y pudiendo desencadenar una disminucion

también de T4 si la supresion se mantiene.

Los farmacos administrados para tratar otras enfermedades, también pueden
modificar las concentraciones de TSH. En prematuros enfermos tratados con
glucocorticoides (Arai H, 2009) o la dopamina (Carrascosa A, 2008), se observo una

disminucioén de la secrecién de TSH.
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[I. Hipotiroxinemia transitoria del prematuro

Se define la hipotiroxinemia transitoria del prematuro (THOP) como una
concentraciéon de hormonas tiroideas bajas, con concentraciones normales de TSH,

sobre todo en los extremadamente prematuros (Fisher DA, 2007).

Debido a la inmadurez del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides, las bajas
concentraciones de T4 que se dan en el prematuro, no son capaces de estimular el
aumento de TSH (Hunter MK, 1998).

Esta situacion es transitoria y se revierte varias semanas después de nacer, al
madurar el eje, alcanzandose concentraciones de T4 y TSH similares a las de los

nacidos a término.

[ll. Hipertirotropinemia transitoria

Hay algunas situaciones que propician la aparicion de una hipertirotropinemia

transitoria en el prematuro.

La mas comun es la recuperacion de la THOP, que se considera como una
respuesta normal a la hipotiroxinemia fisiologica inicial. Cuando madura el eje
hipotalamo-hipdfisis-tiroides, en respuesta a la baja concentracion de T4 se produce en
algunos prematuros una elevacion transitoria de TSH en suero, generalmente de 6 a 15

muU/L, antes de que lleguen a un nuevo equilibrio (Mitchell ML, 1994).

Aunque su practica médica esta en desuso en recién nacidos, otro mecanismo
responsable de hipertirotropinemia transitoria es la exposicion al yodo topica, utilizado
durante la colocacion de catéteres intravenosos centrales y procedimientos quirlrgicos
menores (Aitken J, 2013).

En los recién nacidos, especialmente los prematuros al tener la piel fina, el yodo
topico se puede absorber, provocando el efecto de Wolff Chaikoff, es decir, una
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inhibicion de manera transitoria de la organificacion del yoduro tiroideo en la sintesis de
hormonas tiroideas (Wolff J, 1947).

En los individuos adultos con tiroides normal, la glandula tiroidea escapa de este
efecto inhibidor y readopta la organificacién del yodo. Sin embargo, en los prematuros
el escape de este efecto puede durar semanas, con el consiguiente desarrollo de
hipotiroidismo durante una fase muy importante de desarrollo del sistema nervioso
central (Aliefendiglu D, 2006).

1.4. Cribado del Hipotiroidismo congénito.

1.4.1. Hipotiroidismo congénito

Se define al hipotiroidismo congénito (HC) como la deficiencia de hormonas

tiroideas presente al nacer (Abduljabbar MA, 2012), debido a:

-una produccion deficiente, ya sea a nivel hipotalamo-hipofisario (hipotiroidismo

central), o a nivel tiroideo (hipotiroidismo primario)

-0 bien por resistencia a su accién en los tejidos diana, o alteracién de su transporte

(hipotiroidismo periférico).

La etiologia es diversa. Alrededor del 90% de los casos de hipotiroidismos son
permanentes, y el resto, un 10% hipotiroidismos transitorios (Mayayo, 2008) (Figura
10).

La causa mas frecuente de HC permanente corresponde a las disgenesias
tiroideas (ectopia, agenesia hipoplasia) que representan el 80-90% de los casos (Mayayo
E, 2000). Dichas disgenesias son habitualmente esporadicas, pero se esta descubriendo
gue algunos casos tienen una causa genética, por mutaciones de genes que codifican
factores de transcripcion tiroideos (Gruters A, 2003; Trueba SS, 2005).
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Déficit de TRH: esporadico

Deficiencia aislada Esporadica

de TSH _ :
Genética: TRH-R, subunidad 8H
Permanente Esporadica
POUF1 (déficit TSH, GH, PRL)
Panhipopiturismo PROPL1 (déficit TSH, GH, PRL, LH,
FSH)
Genético:
genes LHX3 (déficit de: TSH, GH, PRL

LH, FSH)

LHX4 (déficit de: TSH, GH, PRL
LH, FSH, ACTH)

Transitorio | Recién nacido premature

Recién nacido hijo de madre hipertiroidea con E. Graves

Disgenesias Esporadica

tiroideas: agenesia

_ _ _ Genéticas: TSH-R, Pax8; TTF2; NKX2.1
hipoplasia, ectopia

Defectos captacion-transporte de yodo: gen NIS

Defectos Defectos tiroperoxidasa: gen
Permanente| _. i _| organificacion| TPO
Dishormonogénesis:
o del yodo _
Hereditarias (AR) Defectos sistema  generador
H202: gen THOX2

Defectos sintesis de tiroglobulina (Tg): gen Tg.
Expresion reducida TTF1
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Sindrome de Pendred: gen PDS

Defectos de desyodacion: gen DEHAL 1

latrégeno Exceso de yodo

Drogas antitiroideas

Déficit de yodo

Transitorio | Inmunolégico Anticuerpos antitiroideos

Ac. TBII

Genético: gen THOX2

S. resistencia generalizada a las hormonas tiroideas: gen TR

Alteracion del transporte celular de hormonas tiroideas: gen MCT8

Figura 10. Etiologia del hipotiroidismo congénito (Mayayo E, 2008)

Los factores de transcripcion (FT) mejor conocidos involucrados en el HC son
FOXE 1 (TITF-2), NKX2.1 (TITF-1) y PAX 8 (Vicens-Calvet E, 2005) (Figura 11).

26



Brote inicial W ?
MIigracién % FOXE1  9q22

Supervivencia

y diferenciacion PaX8 2q1314

Expansion prenatal

Formacién foliculo % g NKX21 14qi2

Bilobulacion

NKX2.1 14qi12

Figura 11. Factores de transcripcion mejor conocidos involucrados en el HC (Vicens-
Calvet E, 2005)

El 10-20% restante de los HC primarios permanentes corresponden a
dishormonogensis, que es un grupo heterogéneo de errores congénitos que resultan del
bloqueo total o parcial de cualquiera de los procesos bioquimicos implicados en la
sintesis y secrecion de hormonas tiroideas, y que siempre tienen una causa genética
(Moreno JC, 2005).

Las manifestaciones clinicas son a menudo sutiles 0 no estan presentes en el
nacimiento (Alm J, 1984). Esto es debido a que durante la gestacion gran parte de las

hormonas tiroideas utilizadas por el metabolismo tiroideo fetal son de origen materno.

En la primera mitad de la gestacion son de procedencia exclusivamente materna
a través de su transferencia placentaria, mientras que en la segunda mitad, su
procedencia es mixta, materna y fetal (Shields BM, 2011). Si el feto padece
hipotiroidismo las hormonas tiroideas maternas siguen protegiendo el desarrollo
cerebral de la mayoria de los fetos hasta el nacimiento, momento este, en que

desaparece la protecciéon materna.
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A pesar de ello en los primeros meses de vida la ausencia de sintomatologia
clinica en la mayoria de los nifios hipotiroideos impide su sospecha (Rastogi MV,
2010).

Los signos mas comunes del HC son: facies mixedematosa, fontanelas grandes,
piel fria, macroglosia, abdomen distendido con hernia umbilical, e hipotonia. Mientras
que los sintomas mas comunes incluyen: disminucion de la actividad y aumento del
suefo, dificultad para alimentarse, dificultad para respirar, estrefiimiento, ictericia

prolongada y retraso mental (LaFranchi SH, 1979).

El Programa de Cribado Neonatal de Enfermedades Congénitas de la Comunitat

Valenciana define como positivo el cribado de HC cuando:

a) La TSH en sangre desecada en papel es > 10 pU/ml, la TSH en suero
> 10 pU/mlyla T4 libre < 0,8 ng/dl

b) En los casos dudosos en los que la TSH esté entre 7,5-10 pU/ml se
solicita una nueva muestra de sangre desecada en papel para repetir la
determinacion de TSH. Si es7,5 pU/ml y se confirma que la TSH en suero >
10 pU/ml y la T4 libre < 0,8 ng/dl, el resultado se considera positivo.

1.4.2. Incidencia

El HC es la endocrinopatia mas frecuente en la infancia. Su incidencia mundial
es de entre 1:3000-1:4000 recién nacidos vivos (IAEA, 2005). Sin embargo los datos
son muy diferentes en los diferentes paises: 1:5495 en Austria, 1:4289 en Francia
(ESPE, 1990), 1:3047 en ltalia (Sorcini m, 1993), 1:3044 en Estados Unidos (Therrell,
B.L, 2001), 1:1000 Pakistan, 1:2000 Bangladesh (IAEA 2002), 1:2334 en Espafa
(AECNE, 2012), etc.

Las diferencias entre paises se deben a los diferentes factores de riesgos

existentes.
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Uno de los mas importantes es la yodoinsuficiencia, definida por la WHO como
el consumo insuficiente de yodo en la alimentacioén y reflejado en una concentracion de
yodo en orina <100 pg/m (WHO, 2007). La yodoinsuficiencia es un problema mundial,
dos tercios de la poblacion mundial vive en areas de yodoinsuficiencia (Figura 12)
(Andersson M, 2007). La WHO ha tratado de reducir el problema implementando
medidas de salud publica en los diferentes paises mediante el consumo de alimentos
yodados (WHO, 1992).

Il oderate iodine deficiency (LIC 20-48 pg/L)
I witd indine deficiency (UIC 50-49 pgiL)

| Cptimal iadine nutrition (UIC 100-199 g/}
[ ] Risk of iodine induced hyperthyroidism (UIC 200-289 pg/L)

- Risk of adverse health consequences (UIC > 300 pgiL)

V777 Subnational data® #The country estimates in the cross-hatched countries are based on subnaligngl data. The national coverage
G of iodized salt in these countres is incomplete, there are large variations in the iodine intake and some regions likely
L No data remain deficient

Figura 12. Estado mundial del consumo de yptiladersson M, 2007)

El aporte de yodo es especialmente importante en los recién nacidos,
especialmente en los RNP (Mark V, 2011), ya que la yodoinsuficiencia esta
correlacionada con numerosos patologias tiroideas y también con una mayor
prevalencia de HC (IAEA, 2005).

Otros factores de riesgos descritos son: prematuridad del recién nacido (Rastogi
MV, 2010), raza (Olney RS, 2010), sexo femenino (Eugéne D, 2005), parto gemelar o
multiple (Harris KB, 2007), edad de la madre >39 afios (Harris KB, 2007), factores
genéticos (Moreno JC, 2005).
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1.4.3. Programas de cribado neonatal

El cribado neonatal de enfermedades es un programa de salud publica destinado
a la identificacion presintomatica de determinados estados genéticos o metabdlicos que
dan lugar a la aparicion de una enfermedad, mediante el uso de pruebas que puedan ser

aplicadas a toda la poblacién de recién nacidos.

El HC relne todas las caracteristicas clasicas para incluirse en los programas de
cribado neonatal, propuestas por el Committee for the Study of Inborn Errors of
Metabolism (SIEM) (Simopoulos AP, 2009):

a) La enfermedad cursa con morbilidad mental o fisica severa ylo
mortalidad si no se diagnostica en el periodo neonatal (el HC cursa con retraso

mental si no se trata)

b) La busqueda clinica mediante un simple examen fisico no es efectiva y
no identifica la enfermedad en este periodo. En los primeros meses de vida la
ausencia de sintomatologia clinica del HC en la mayoria de los nifios
hipotiroideos impide su sospecha (Rastogi MV, 2010).

c) Existe un tratamiento efectivo disponible: tiroxina (Abduljabbar MA,
2012).

d) El tratamiento precoz mejora significativamente el prondéstico (Stanescu
DE, 2010)

e) La enfermedad tiene una incidencia relativamente elevada: > 1 por
10.000-15.000 recién nacidos. ElI HC tiene una incidencia mundial de 1:3000-
1:4000 recién nacidos vivos (IAEA, 2005).

f) Existe un test analitico de cribado, rapido, sencillo, fiable y de bajo coste:
la determinacion de TSH (Cassio A, 2013)
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1.4.4. Controversias del cribado de prematuros

Numerosos son los factores que dificultan la interpretacion del cribado neonatal
de HC en RNP: concentraciones mas bajas de T4 y de TSH debidas a la inmadurez del
prematuro, la maduracion progresiva y modificacion de las concentraciones de T4 y
TSH con el paso de las semanas de vida, la mayor incidencia de hipotiroidismo
congénito, la frecuencia elevada de formas transitorias de hipotiroxinemia e
hipertirotropinemia, la mayor incidencia de enfermedad no tiroidea y el aumento de

namero de nacimientos prematuros.

Ademas, algunos RNP con HC son mas propensos a tener una evolucion atipica
qgue caracterizandose por un aumento retardado en los valores de TSH, creando la
posibilidad de un resultado falso negativo (Woo HC, 2011).

Si se toma como referencia el mismo limite de TSH para RNT que para RNP, el
namero de resultados anormales es desproporcionadamente alto (Kaye Cl, 2006).

Por ello la mayoria de los programas de cribado neonatal recomiendan realizar
un doble cribado, repitiendo la misma determinaciéon de TSH: una a los dos dias de
nacer y otra cuando alcance la madurez de su sistema HHT (lo que equivaldria a la 37

semana gestacional) (Bijarnia S, 2011).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

2.1. Funcion tiroidea diferente en RNP respecto a RNT

Debido a la inmadurez de su sistema los RNP poseen una funcién tiroidea
diferente a la de los RNT. Esto hace que las concentraciones de hormonas tiroideas y de
TSH sean diferentes entre estos dos grupos poblacionales, teniendo los RNP una

concentracion de TSH menor que la de los RNT.

La inmadurez del RNP, causa de esta diferencia de concentracion, se manifiesta
en una pérdida de T4 materna, una respuesta termogénica menos eficiente, la inmadurez
del eje HHT, una menor reserva tiroidea y un metabolismo tiroideo fetal persistente
(Delbert A, 2008).

En el RNP se dan ademés una serie de situaciones como la predisposicion al
SEE, la THOP o la hipertirotropinemia transitoria que dificultan la interpretacion de las

pruebas de valoracion de la funcién tiroidea.

Ademas los RNP poseen una mayor incidencia de HC que los RNT (Rastogi
MV, 2010; Vigone MC, 2014).

Todas estas situaciones, unidas a que el numero de nacimientos prematuros esta
aumentando en todos los paises (Howson CP, 2012), hacen que se deba tener especial

atencion en el cribado de HC de este grupo poblacional.

2.2. Necesidad de intervalos de referencia de TSH especificos para
RNP

Por las razones anteriormente comentadas en el anterior punto, si se toma como

referencia el mismo limite de decision de TSH para RNT que para RNP, el nimero de
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resultados falsos negativos en RNP es desproporcionadamente alto (Kaye CI, 2006),

pudiéndose dejar de diagnosticar RNP con HC al escapar del cribado.

Por ello la mayoria de los programas de cribado neonatal recomiendan realizar
un doble cribado, repitiendo la misma determinacion de TSH en los RNP transcurridas
unas semanas (Mandel, 2000; Larson, 2003; Gruneiro-Papendieck, 2005; Woo HC,
2011; Korzeniewski SJ, 2013) y tomando como limites de decision los mismos que en
los RNT.

La estrategia actual tomada por el programa de cribado de metabolopatias de la

Generalitat Valenciana es la de repetir el cribado en los RNP.

Algunos autores van mas alla defendiendo la estrategia de adecuar los limites de
decision en RNP (Korada M, 2008), denotando la necesidad de establecer intervalos de
referencia para los RNP de forma general (Cummings JJ, 2012) o para los subgrupos de
RNP segun grado de prematuridad y segun las variables influyentes en la prueba de

cribado de forma mas especifica (Lott JA, 2004).

Los intervalos de referencia de un parametro bioquimico son los valores
comprendidos entre el percentil 2,5 y 97,5 de una distribucion de una poblacion con
unas condiciones definidas en el estudio, normalmente sana. Tienen una finalidad
comparativa, con el objeto de poder interpretar mejor los valores de los nuevos
individuos a los que se realice la prueba, pudiéndose emplear con fines diagndsticos,
tras una validacion, si no existen diferencias significativas entre la poblacion de
referencia y la poblacién atendida y si se siguen los mismos métodos de determinacion
del parametro bioquimico (CLSI, 2008).

La realizacion de estos intervalos de referencia especificos para RNP permitiria
conocer mejor la funcion tiroidea de los RNP, adecuar unos limites de decision
especificos para este grupo poblacional y una mejor interpretaciéon de la prueba de
cribado de HC en RNP.

No existen publicados intervalos de referencia de TSH neonatal para RNP que se
puedan emplear para extrapolar a la poblacién general de RNP ya que los publicados

35



estan realizados con una muestra muy pequefia (Adams LM, 1995; Clarck SJ, 2001;
Zhu L, 2013).

2.3. Necesidad de intervalos de referencia de TSH especificos para

cada laboratorio.

La International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC) y la National Academy of Clinical Biochemistry (NACB) recomiendan realizar
los intervalos de referencia propios de cada laboratorio para los parametros bioquimicos
empleados (Aytekin M, 2008; Baloch, 2013).

Esto es debido a dos motivos:

a) Para realizarse con una muestra de la poblacién sobre la que se haran uso.
Esto es debido a que la variabilidad entre poblaciones (etnia, consumo de yodo,
incidencia) puede originar distintas concentraciones de un parametro bioquimico. En
nuestro caso, ya hemos comentado como la TSH de diferentes poblaciones difiere por

numerosos factores: incidencia de HC, consumo de yodo, frio, etc.
b) Para realizarse con los mismos métodos de medida de laboratorio que se

emplearan en la préactica clinica, ya que en la TSH (al igual que en casi todos los

parametros bioquimicos) existen diferencias segun el método de medida empleado.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

Describir el Intervalo de referencia de TSH de los prematuros cribados de 2008-2012

3.2. Objetivos secundarios

- Determinar la prevalencia de hipotiroidismo congénito en RNP y en RNT,
segun el criterio de positividad de HC del Programa de Cribado Neonatal de

Enfermedades Congénitas de la Comunitat Valenciana

- Determinar si existen diferencias significativas en las concentraciones de TSH
entre los RNP y RNT

- Describir las posibles variaciones en las concentraciones de TSH entre los RNP
y RNT segun los dias de vida en la extraccion

- Evaluar siel grado de prematuridad, el peso al nacer, los dBagida en la
extraccion, el sexo del nacido, parto gemelar, edad de la madre y el mes del afio (meses
frios) al extraer la muestra son factores que influyen en el valor de TSH en nifios

prematuros.

- Analizar intrasujeto si existen diferencias significativas entre los valores de
TSH en el RNP conforme va creciendo y cambiando de grupo poblacional segun grado
de prematuridad corregida.
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4. METODOS

4.1. Poblacion

4.1.1 Tipo de estudio

El presente trabajo es un estudio transversal realizado con las muestras de sangre
desecada sobre papel obtenida para el cribado neonatal de HC del programa de cribado
de metabolopatias de la Generalitat Valenciana, de todos los recién nacidos de la
provincia de Alicante que cumplieron con los criterios de inclusion/exclusion, en un

periodo completo de cinco afios desde el 1 de enero de 2008 al 31 de diciembre de 2012.

El programa de cribado de metabolopatias de la Generalitat Valenciana
(http://publicaciones.san.gva.es/publicaciones/docion®V.4285-2011.pff es un

programa de Salud Publica que ofrece el diagndstico de una serie de enfermedades,
entre las que se incluyen el HC, a todos los recién nacidos de la Comunidad Valenciana
cuyos padres o tutores legales asi lo deseen, con objeto de iniciar el tratamiento

precozmente en los diagnosticados, para mejorar su pronostico y calidad de vida.

El estudio realizado es puramente observacional, sin intervencion de ningun
tipo, ni en las actuaciones sanitarias, ni en la recogida de datos, de los ya establecidos
por el programa de cribado de metabolopatias de la Generalitat Valenciana. Los datos
de los participantes del estudio se obtuvieron de las fichas del mencionado programa de

cribado, de forma totalmente anénima.

De los nifios que cumplieron los criterios de inclusion, se han recogido de forma
automatica del programa informatico del cribado neonatal de la Comunidad Valenciana
“MetaB”, los siguientes datos: edad gestacional (semanas y dias), fecha de toma de la

muestra y fecha de nacimiento.

Para su analisis se ha dividido a la poblacién en dos grupos, atendiendo a su
edad gestacional, estableciéndose como grupo de referencia los recién nacidos

pretérmino (RNP) y como grupo control los recién nacidos a término (RNT).
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Para un andlisis mas detallado de los RNP, se recogen de forma manual a través
de las fichas individuales del programa de cribado neonatal, los siguientes datos: sexo
(hombre o mujer), peso al nacimiento (gramos), ser gemelo (si o no) y edad de la madre

(afios cumplidos).

Se calcula la variable dias de vida en la extraccion (dias) restando a la fecha de

toma de la muestra la fecha de nacimiento.

4.1.2 Criterios de inclusion y de exclusion

¢ Criterios de inclusion:

Todos los recién nacidos durante el periodo de tiempo del 1 de enero de 2008 al
31 de diciembre de 2012 que cumplan con los siguientes criterios:

-Nacido en la provincia de Alicante

-Firma de los padres o tutores legales del Consentimiento Informado para la
realizacion del cribado neonatal de enfermedades metabdlicas

-Muestra acorde con los criterios de calidad preanalitica definidos (Espada,
2001, Mei, 2001): muestra extraida por profesionales sanitarios con lanceta
estéril de menos de 2,4 mm, sin emplear derivados yodados en la desinfeccién
de la piel, llenando por completo todos los circulos impresos de la tarjeta de
papel de filtro, dejadas secar a temperatura ambiente (15-22°C) y enviadas al

laboratorio evitando mezcla entre especimenes.

* Criterios de exclusion:

Se han excluido a los recién nacidos durante el periodo de tiempo del 1 de enero

de 2008 al 31 de diciembre de 2012 que cumplan con los siguientes criterios:
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-Edad gestacional no cumplimentada en la hoja de recogida de datos del
programa de cribado de metabolopatias de la Generalitat Valenciana.

-Muestra insuficiente o en discordancia con los criterios de calidad preanalitica
definidos (Espada, 2001).

-Nifios con cribado positivo para Hipotiroidismo Congénito.

4.1.3 Definicién de subgrupos

-Grado de prematuridad:

Se clasificd a los RNP segun el grado de prematuridad definido por la OMS (WHO,
2012) en las siguientes categorias:

a) extremadamente prematuro (RNEP) a los < 28 semanas gestacionales
b) muy prematuro (RNMP) a los nacidos entre 28 a < 32 semanas gestacionales

c¢) prematuro moderado o tardio (RNPT) a los nacidos entre 32 a <37 semanas.

-Grado de bajo peso al nacer:

Se clasificd a los RNP segun la clasificacion de bajo peso al nacer definida por la
OMS (WHO, 2004) en las siguientes categorias:

a) Normal a los 22500 g
b) Bajo peso al nacer a los de peso entre 1500 y 2499 g, incluidos dichos limites
c) Muy bajo peso al nacer a los de peso entre 1000 y 1499 g, incluidos dichos limites

d) Extremadamente bajo peso al nacer a los < 1000 g

-Bajo peso al nacer relacionado con la inmadurez del sistema hipotdlamo-hipofisario

tiroideo:
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El peso al nacer se categorizé también de esta forma, debido a que algunos
autores defienden que el peso al nacer esta relacionado con la inmadurez de la
regulacion del eje hipotdlamo-hipdfisis-tiroides (Mercado M, 1984; Chung HR, 2009;
Bijarnia S, 2011) y con una mayor incidencia de hipotiroidismo congénito (Dalili S,
2012).

Esta clasificacion, que difiere a la de la OMS, categoriza el peso al nacer en:
a) No inmaduros a los de peso al nacéb80 g

b) Inmaduros a los de peso al nacer < 1500 g

-Mes de nacimiento frio:

La exposiciéon al frio, especialmente en los RNP que se caracterizan por tener
una capacidad termogénica inmadura, hace que se libere TRH del hipotdlamo mediada

por catecolaminas, que desencadena un aumento de la secrecion de TSH hipotalamica.

Ademas en algunas poblaciones se han descrito mayor niamero de casos de
hipotiroidismo congénito en los meses de frio (Virtanen M, 1989; Gu YH, 2007;
Hashemipour M, 2007).

Alicante posee un clima mediterraneo arido, caraetdo por unas temperaturas
calidas practicamente durante todo el afio.

Para caracterizar esta variable correctamente se recogieron las temperaturas
dadas por la Agencia Estatal de Meteorologia del Gobierno de Espafia (AEMET)

correspondientes a cada mes de cada afo estudiado

47



2008 T 2009 T 2010 T 2011 T 2012 T

(¢C) (¢C) (¢C) (¢C) (¢C)
enero 11,5 | enero 11,2 | enero 12,5 | enero 10,9 | enero 11,6
febrero 12,3 | febrero 11,1 | febrero 11,9 | febrero 11,8 | febrero 8,9
marzo 14,8 | marzo 13,1 | marzo 12,8 | marzo 13,4 | marzo 12,9
abril 16,6 | abril 15,2 | abril 15,8 | abril 17,4 | abril 16,1
mayo 18,6 | mayo 19,7 | mayo 18,8 | mayo 20,1 | mayo 20,3
junio 22,4 | junio 24,3 | junio 22,8 | junio 23,0 | junio 25,0
julio 25,7 | julio 26,6 | julio 26,9 | julio 26,1 | julio 26,2
agosto 26,5 | agosto 26,0 | agosto 27,2 | agosto 26,9 | agosto 27,7

septiembre 23,7 | septiembre 22,3 | septiembre 24,0 | septiembre 24,5 | septiembre 23,6
octubre 19,3 | octubre 19,9 | octubre 18,9 | octubre 20,5 | octubre 19,8
noviembre 12,6 | noviembre 17,2 | noviembre 14,3 | noviembre 16,1 | noviembre 15,2

diciembre 10,7 | diciembre 13,7 | diciembre 10,3 | diciembre 14,9 | diciembre 12,5

Figura 13. Temperaturas medias en grados centigrados (°C) de Alicante segun la
AEMET

De esta forma, tomando la fecha de recogida de la muestra se categoriz6 esta

variable en:
a) Mes frio a los < 14 °C de temperatura media

b) Mes sin frio a los 14 °C de temperatura media

-Dias de vida categorizado

De acorde a las recomendaciones del Programa de Cribado Neonatal de
Enfermedades Congénitas de la Comunitat Valenciana, se categoriza esta variable en:

a) Temprana, si los dias de vida al recoger la muestra son < 2 dias

b) Adecuada, si los dias de vida al recoger la muestra estan comprendidos entre 2 y 7

dias, ambos limites incluidos

c) Tarde, si los dias de vida al recoger la muestra > 7 dias
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4.1.4 Tamafno muestral

Se recogieron los datos de todos los individuos que cumplieron los criterios de

inclusion.

Teniendo en cuenta que la tasa de participacion del Programa de Cribado
Neonatal de Enfermedades Congénitas de la Comunitat Valenciana es superior al 99,9%
(AECNE, 2012) y que se vuelve a recoger una nueva muestra cuando ésta no cumple los
criterios de calidad preanaliticos definidos, los resultados de este estudio reproducen

fielmente los datos de esta poblacién de Alicante durante este periodo.

Se recogieron en total los datos de 89.573 recién nacidos, de los que 79.019
fueron RNT (88,22%) y 6.526 RNP (7,29%). Fueron excluidos 4.028 (4,50%) por no
presentar la edad gestacional en la hoja de recogida de datos. Es de suponer que la
mayoria de ellos fueran RNT, puesto que en los RNP la atencién sanitaria es mas

exhaustiva y hay mayor atencién al rellenar los datos.
Fueron excluidos también 45 enfermos de hipotiroidismo congénito.

Resultando al final una n de 6.520 RNP y una n de 78.980 de RNT, el grupo

control.

Con este tamafio de muestra se tiene suficiente potencia estadistica para hallar
las diferencias de TSH entre RNP y RNT esperadas de 0,10 pU/ml, las diferencias
significativas esperadas en el analisis del resto de las variables consideradas como p <

0,01 y para el célculo de los intervalos de referencia de TSH de los RNP.

Para el calculo de los intervalos de referencia (IR), la Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) y la International Federation of Clinical Chemistry (IFCC)
recomiendan una n superior a 120 (International Organization for Standardization,
2007; CLSI, 2008), aunque en el establecimiento de IR de subgrupos se permite una n

inferior a 120 si se realiza con el método robusto de Horn y Pesce (Horn P, 1998).
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4.2. Método del estudio

4.2.1 Informacién y Consentimiento Informado

Desde el ultimo trimestre del embarazo, a todas las madres que desearon que se
les realizara el cribado de HC a sus hijos, se les da la informacion del Programa de
Cribado Neonatal de Enfermedades Congénitas de la Comunitat Valenciana. Dicha
informacion proporcionada directamente por los profesionales sanitarios incluye:
razones del cribado (objetivo, beneficios y riesgos), informacion sobre el HC,
procedimiento de la prueba, comunicacion de resultados, razones para realizar pruebas
de confirmacién diagndstica, tratamiento y seguimiento de enfermos y cémo obtener

mas informacion.

Posteriormente se solicita la autorizacion del Consentimiento Informado

mediante firma de la madre, padre o tutor del recién nacido.

4.2.2 Extraccién de muestras y recogida de datos demograficos

Se realiza la toma de una muestra de sangre desecada sobre papel de filtro

Whatman 903, obtenida mediante puncion del talon.

La extraccion se realiza en los servicios de maternidad antes del alta o en su
centro de Atencién Primaria en los dias siguientes al alta. Se recibe una Unica muestra
por recién nacido para la deteccion del hipotiroidismo congénito, excepto en el caso de
algunos RNP en los que se recibieron mas de una muestra para confirmar la inexistencia
de HC.

Previamente a la extraccion se desinfecta el talon sin utilizar antisépticos
lodados, ya que pueden alterar el resultado de las pruebas dando falsos positivos y
ademas inducir hipotiroidismo (L’Allemand D, 1987; Gordon CM, 1995; Markou K,
2001). En su lugar, se emplea isopropanol y se deja evaporar para la extraccion de la
muestra. La evaporacion es importante ya que se pueden dar falsos negativos en el
cribado por dilucién de la muestra.
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La técnica de extraccion consiste en una puncion del talén en las zonas seguras
gque quedan limitadas por dos lineas definidas por la técnica de Blumenfeld
(Blumenfeld, 1979): una que va desde el punto medio del talon al cuarto dedo y la otra

que va desde el punto medio del talon hasta el primer dedo (Figura 14).

00

Figura 14. Esquema de las zonas seguras (zonas sombreadas) donde realizar la
puncion del talon, técnica de Blumenfeld (Blumenfeld, 1979)

La extraccion se realiza con dispositivos de microlanceta, se deja fluir la sangre
libremente, y tras desechar la primera gota, se recoge el resto impregnandola por una
cara en papelhatman 903, hasta traspasar completamente cada circulo impreso en el

papel de filtro.

Tras la extraccion se identifica la muestra y se recogen los datos demograficos
del recién nacido en la Ficha del Programa de Cribado Neonatal de Enfermedades
Congeénitas de la Comunitat Valenciana, la cual esta identificada con el mismo codigo

de barras que la muestra.

La muestra se deja secar a temperatura ambiente y se envia junto con la ficha
cumplimentada correspondiente en un sobre a la Seccion de Cribado Neonatal del
Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital General Universitario de Alicante
(HGUA).
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4.2.3 Recepciodn de las muestras, identificacion y registro informatico

Todo este proceso se realiza segun el protocolo PNT-CN-01: "Recepcion de
muestras, identificacion y registro informatico” de la seccion de Cribado Neonatal del

Laboratorio de Analisis Clinicos del HGUA.

Los sobres con las muestras y fichas con los datos del recién nacido se
recepcionan en la seccion de Cribado Neonatal comprobandose la existencia de todos
los datos cumplimentados y la calidad de las muestras, fechandose y comprobandose la

conformidad.

Se aceptan todas las muestras en las que el papel de filtro esta completamente
impregnado por las dos caras con cantidad suficiente para poder extraer un disco

totalmente impregnado, con el taladro de muestras de 3 mm de diametro.

Las muestras que no cumplen con los criterios de calidad preanalitica se anotan
en la ficha del recién nacido y se comunica a los padres o tutores del nifio para que
remitan una nueva muestra al Laboratorio. Los errores u omisiones en la ficha del recién

nacido se tratan de subsanar llamando inmediatamente por teléfono al centro de envio.

Los datos de las fichas de los recién nacidos se registran en la ficha
informatizada del recién nacido con el programa de la Conselleria de Sanidad MetaB.
Dicho registro informatico esta oficialmente declarado en el DOCV n°5082 de 31 de
agosto de 2005 y garantiza la confidencialidad de los datos contenidos en él.
Posteriormente las fichas se archivan y conservan durante un periodo de cinco afos, tras

el cual se procede a su destruccion.

Las muestras se numeran y se conservan en recipientes hermeéticos en camara
frigorifica a 5 + 3°C hasta la realizacion del analisis de TSH segun el protocolo nacional
establecido (Pampols T, 2006).
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4.2 .4 Procesamiento de las muestras

4.2.4.1 Método de determinacion de TSH en sangre desecada en papel

La cuantificacion de TSH desecada en papel se realiza con el Kkit
“AutoDELFIA® Neonatal hTSH” de Perkin Elmer.

I. Fundamento del método analitico

El método de andlisis de la TSH es una inmunofluorescencia directa, tipo
“sandwich” en fase solida. El analito TSH se une por su fraggi@h anticuerpo
monoclonal fijado a la fase solida y por la interseccion de su fraecidh a un

anticuerpo monoclonal con Europio unido a sus cadenas pesadas.

Tras incubacion y lavado, se le afiade una solucién intensificadora, que escinde
el Europio del anticuerpo, formandose quelatos de Europio que emiten una radiacion
fluorescente cuya intensidad es proporcional a la concentracién de TSH contenida en la
muestra (Figura 15).

hTSH
. molecule N/ Incubation
£ + ¢ + Y. - X
\ ¢ \ @
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Figura 15. Esquema del método de determinacion de TSH en sangre desecada
“AutoDELFIA® Neonatal hTSH” de Perkin Elmer.
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Il. Caracteristicas del método analitico

Precision. La variacion del ensayo DELFIA hTSH Neonatal dada por Perkin

Elmer es
Valor total medio TSH CVv CVv
(LU/ml) intraensayo | interensayo | CV total
15 7,00% 8,00% 10,60%
23,7 7,80% 9,00% 11,90%
66,1 7,50% 7,90% 10,90%

Sensibilidad analitica.La sensibilidad analitica del método es de 0,2 pU/ml.

Reaccion cruzada.La reaccion cruzada del ensayo DELFIA hTSH Neonatal

con otras hormonas dada por Perkin Elmer es:

Concentracion TSH
Hormona Concentracion afiadid (LU/mL)
H. luteinizante (h LH) 250 U/l <2
H. foliculoestimulante (h FSH) 250 U/l <2
H. gonadotropina coridnica humana
(hCG) 100000 U/ <2

Los recién nacidos presentan valores de hLH, hFSH y hCG mucho menores a los
del ensayo de reaccion cruzada de Perkin Elmer, por lo que no se considera que haya

reaccion cruzada en las muestras analizadas.

I1l. Control de calidad

> Control de calidad interno

Cada vez que se realiza un ensayo de determinacién de TSH en sangre
desecada en papel, se incluyen dos controles de calidad interno (control de
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calidad medio y control de calidad alto) para asegurar el co

funcionamiento del métoc

Los datos se procesan autométicamente en el programa infor
Multical, el cual guarda la informacion a modo de registro gréafico e inform
Posteriormentéos datos se pasan al programa informatico MedlabQC, dor
almacenan y se aplican los criterios de aceptacion y evaluacion de los res
(Figura 16).

Los criterios de aceptacion para el control de calidad intern

a) el valor medido debe enccarse en el intervalo comprendi

entre lax £ 2 SD dadas por el fabricante (Perkin EIm

b) dos valores seguidos deben presentar un coeficien

variacion (CV) igual o inferior al 20¢

El intervalo de valores aceptables de TSH para el control cdad
medio son de (11,- 17,6 pU/ml) y para el control de calidad alto son(47,9 -

71,7 puU/ml).
TSH (pU/mL)
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Figura 16 Representacion de los controles de calidacrnos (medio y alto). Muesti
del periodo comprendido entre diasl al 15 de septiembre de 20
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Si no se cumplen los criterios de aceptacion se rechaza el ensayo, y se

repite una vez solucionadas las causas del rechazo.

» Control de calidad externo

Para la realizacion de una intercomparacion de la calidad con respecto a

otros laboratorios se participa en los siguientes programas:

-Evaluacion trimestral del programa de calidad externo de “Infant Screening
Quality Assurance Program” del Center for Disease Control (CDC) Atlanta,
EEUU, consistente en cinco controles impregnados en papel, para analizar en

cinco series analiticas diferentes.

-Evaluacion mensual del Programa de “Evaluacion Externa de la Calidad en la
Deteccion Precoz Neonatal” de la Asociacion Espafola de Cribado Neonatal
(AECNE), consistente en analizar tres controles. A éste programa de calidad
externo pertenecen todos los centros de cribado de hipotiroidismo congénito
nacionales (Figura 17).
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Figura 17. Controles externos de calidad de AECNE. Muestra del mes de julio del
2011, en el que la flecha indica los controles analizados en el HGUA.

La concentracion de los controles de calidad externos no es conocida

hasta después de enviar el resultado a los programas externos de calidad.

Si el resultado esta fuera del rango aceptable, se realiza un seguimiento
del parametro mediante los controles internos y se revisan los ensayos de ese
mes para valorar a criterio del responsable de la seccion de Cribado Neonatal del

HGUA su aceptacioén o rechazo.

4.2.4.3 Protocolo de trabajo

Todo este proceso se realizé segun el protocolo PNT-CN-02 “Determinaciéon de
TSH en sangre desecada” de la seccion de Cribado Neonatal del Laboratorio de Analisis

Clinicos del HGUA.
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Para ello se deja atemperar todos los reactivos a temperatura ambiente y se
enciende el Contador de fluorescencia Delfia 2D 1420 (CN-1) una hora antes de realizar
la prueba, con el fin de que se realice un autotest para asegurar las condiciones éptimas
de trabajo. En el caso de no cumplir los requisitos especificados en el PNT-CN2 se

detiene el ensayo hasta su correccion por el servicio técnico.

Se prepara la “Hoja de trabajo de TSH” contenida en el protocolo PNT-CN-02,
sobre una plantilla como la que se adjunta como anexo, identificando la posicion de

cada uno de los puntos de la curva de calibracion, controles y muestras.

Siguiendo su situacién en la hoja de trabajo se troquelan discos de 3 mm de
diametro, con la taladradora automética Wallac DBS Puncher, de la curva de calibrado,
de las muestras desecadas en papel y de los controles y se depositan en los pocillos de la

placa microtitter correspondientes.

Se afladen 200 pl de solucién de trazador diluida a cada uno de los pocillos con
un dispensador automatico y se agita toda la placa durante 10 minutos en el agitador
automético DELFIA Plateshake. Transcurrido ese tiempo se cubre la placa

protegiéndola de la luz y se conserva a 5 + 3 °C durante 24 horas.
Posteriormente se saca la placa y se agita 1 hora a temperatura ambiente.

Se retiran los discos y el liquido de la placa utilizando el lavador automético
DELFIA Platewash en la opcién aspirado y se lavan, en seis ciclos de lavado, cada una

de las tiras con el lavador automatico.

Se afiaden 200 ul de solucién intensificadora en cada uno de los pocillos

utilizando un dispensador automatico y se deja agitar durante 5 minutos.

Se realizar la lectura en el Contador de fluorescencia Delfia 2D 1420 que envia
las sefales de fluorescencia al programa informético Multical, donde se procesan los
datos y a su vez traslada la informacién a modo de registro, a cada una de las fichas

correspondientes al programa MetaB.
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4.2.5. Interpretacion de los resultados y protocolo de actuacion

Los resultados se interpretan siguiendo el algoritmo del cribado del HC del
Programa de Cribado Neonatal de Enfermedades Congénitas de la Comunitat

Valenciana (Figura 18).

TSH
I I
>10 7.5-10 <7.5
MU/ml MU/mI MU/ml
TSHY ET4 REPETIR CON
NUEVA
EN SUERO e NORMAL

<7.9 J E .S
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SERVICIOS
CLINICOS
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TSHY FT4
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TSHALTA,

AVISAR A
SERVICIOS
CLINICOS

Figura 18. Algoritmo del cribado de Hipotiroidismo Congénito del Programa de
Cribado Neonatal de Enfermedades Congénitas de la Comunitat Valenciana.

Todas las muestras con valor de TSH < 7,5 pU/ml se informan como negativo a

los padres o tutores del nifio por via correo postal y salen del programa.
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En todos aquellas TSH 7,5 pU/ml, se solicita por via telefonica una nueva
muestra de sangre desecada en papel y una de suero para confirmar los resultados, tanto
por el mismo método (inmunofluorescencia directa AutoDEI&INeonatal hTSH)
como por otro método distinto (TSH y T4 con electroquimioluminiscencia de Cobas

e411 de Roche Diagnostic). Tras su analisis pueden darse tres situaciones:

a) Si la TSH en sangre desecada en papel es < 7,5 pU/ml, la TSH en suero <

25 uU/mly la T4 libre entre 0,8-2 ng/dl, el resultado se considera negativo.

b) Si la TSH en sangre desecada en papel es > 10 pU/ml, la TSH en suero > 10
pU/ml y la T4 libre < 0,8 ng/dl, el resultado se considera positivo. Se llama por
via telefonica a los padres y se les remite a las unidades de seguimiento

correspondientes para el tratamiento y seguimiento del recién nacido.

¢) En los casos dudosos en los que la TSH esté entre 7,5-10 pU/ml se solicita
una nueva muestra de sangre desecada en papel para repetir la determinaciéon de
TSH. Si ésta es < 7,5 pU/ml se procede de la misma forma que en el punto a. Si
es> 7,5 pU/ml se determina la TSH y la FT4 en suere yes remite a las
unidades de seguimiento correspondientes para el seguimiento del recién nacido.
Si se confirma que la TSH en suero > 10 pU/ml y la T4 libre < 0,8 ng/dl, el

resultado se considera positivo.

En este estudio se excluyeron todos los diagnosticados de hipotiroidismo
congénito segun el algoritmo descrito. Sélo se analizaron los valores de TSH en sangre
desecada en papel (método inmunofluorescencia directa AutoDELFIA) de la primera
muestra recibida de los recién nacidos incluidos en el programa de cribado que
cumplieron los criterios de inclusion/exclusion, excepto de los recién nacidos
pretérmino que se analizaron también los valores de TSH de muestras sucesivas

(segunda, tercera, etc).
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4.3 Realizacion de la base de datos

4.3.1 Recogida de variables

Todos los datos se anonimizaron y se recogieron en una base de calculo tipo

Excel.

Por medio del programa informatico MetaB, se recogieron de forma automatica
los siguientes datos de los RNP y de los RNT: edad gestacional (semanas y dias), fecha

de extraccion de la muestra y fecha de nacimiento.

De los RNP, se recogio de forma manual a través de las fichas individuales del
programa de cribado neonatal, los siguientes datos: sexo (hombre o mujer), peso al
nacimiento (gramos), parto gemelar (si 0 no) y edad de la madre (afios cumplidos).

Una vez analizadas las muestras de los RNP y de los RNT, se registraron los

resultados de la TSH en la base de datos.

4.3.2 Depuracion de la base de datos

La introduccion de datos en una base de calculo Excel esta sujeta a errores
debido a que el investigador no dispone de protecciones o reglas de validacién que
impidan la entrada de valores erroneos, limitando asi la entrada exclusiva de valores

validos.

Por esta razén se depura la base de datos a través de chequeos l6gicos para
detectar todos los errores, por medio de sintaxis de SPSS, segun el siguiente proceso
(Doménech JM 2012) (Figura 19).
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Datos

Datos depurados

Figura 19. Secuencia del proceso de depuracion de los datos

Una vez detectados los errores, se corrigen de la siguiente forma:

1) si los datos estan disponibles en las fichas individuales del recién

nacido, se cambian los valores erroneos por valores correctos

2) si no es posible obtener dicha informacion, se cambian los valores

erroneos por valores en blanco (missing).
Los errores detectados fueron los siguientes:
a) 1102 Casos repetidos
b) 60 Casos con edad gestacional fuera de rango

c) 37 Casos con fecha fuera de rango

4.3.3. Base de datos primaria y bases de datos secundarias

Todos los datos de los RNPT y de los RNT depurados, constituyen la base de

datos primaria llamada “Base de datos primaria de TSH 2008-2012".
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De esa base de datos primaria se extraen tres bases de datos secundarias, que
seran las que se empleen en los analisis estadisticos. Estas bases de datos secundarias

son:

a) Sanos a término y sanos prematuros. Contiene de los RNP (n=6.520) y de los
RNT (n=78.980) las variables TSH, dias de vida en la extraccion y edad gestacional,

para la comparacion de las concentraciones de TSH entre estos dos grupos.

b) Sanos prematuros con todas las variables. Contiene de los RNP (n=6.520), las
variables: TSH, edad gestacional, peso al nacer, edad de la madre, dias de vida al nacer,
sexo, parto gemelar, grado de prematuridad, grado de bajo peso al nacer, bajo peso al
nacer (inmadurez), mes frio y dias de vida al nacer categorizado. Con ella se buscara

analizar en los RNP la influencia de esas variables en la concentracion de TSH.

c) Evolucién de los prematuros. En las que se recogen los RNP de los que se
recibieron mas de una muestra (n=611). Con ella se buscara analizar la influencia de la
maduracién del eje hipotalamo-hipofisis-tiroides en los RNP con el paso de los dias de
vida, sobre las concentraciones de TSH. Para ello la base de datos contiene las
variables: edad gestacional, grado de prematuridad, fecha de nacimiento, fecha de

extraccion y TSH.

Con la fecha de extraccion de las segundas, terceras muestras y sucesivas, se
calculan las variables edad gestacional corregida 2, edad gestacional corregida 3, etc.
Estas variables pretenden representar la edad gestacional que le corresponderia al RNP

en la segunda muestra, tercera muestra y sucesivas.

4.3.4. Calidad de los datos: valores perdidos

Tras realizar la depuracion de los datos, se revisa la calidad de los mismos

* Base de datos “Sanos a término y sanos prematuros”
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Variable Valores perdidos

Edad gestacional 0 (0,0%)
TSH 0 (0,0%)
Dias de vida en la extraccion 4.605 (5,4%)

La variable dias de vida en la extraccion posee un numero de perdidos

>5%, la mayor parte de ellos (n=4.591) corresponden al grupo control RNT.

La causa de la existencia de los valores perdidos se debe a que la
enfermera que recogio los datos del nifio no anoté la fecha de extraccion

necesaria para el calculo de la variable dias de vida en la extraccion.

La causa del no registro no se debié a una condicién concreta del nifio,
sino a un descuido, por lo que se considera que los valores desconocidos son
completamente al azar.

Este hecho sumado al hecho de que existen 12 controles (RNT) por cada
caso (RNP) y de que la mayoria de los valores desconocidos son del grupo RNT,

se considera que los valores perdidos no influyen en los resultados hallados.

Base de datos “Sanos prematuros con todas las variables”

Variable Valores perdidos
Edad gestacional 0 (0%)
TSH 0 (0%)
Dias de vida en la extraccion 14 (0,2%)
Peso al nacer 140 (2,2%)
Edad de la madre 85 (1,3%)
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Sexo 8 (0,0%)

Gemelos 0 (0,0%)

» Base de datos “Evolucion de los prematuros”

No existen valores perdidos.

4.4 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de las bases de datos depuradas se realiza con el programa
IBM SPSS Statistics version 22.

La distribucion de TSH, en numerosas poblaciones analizadas, se caracteriza por
no seguir una distribucion normal (Glinoer D, 2010; Stagnaro-Green A, 2011; Fontes R,

2013; Feng Y, 2014) y presentar una asimetria positiva, es decir, una cola a la derecha.

En el presente estudio, la TSH no sigue una distribucion normal ni en RNT, ni
en RNP por ninguna de las variables, resultando significativa la prueba Kolgomorov-
Smirnov p<0,01. La distribucién de TSH (Figura 20) se caracteriza por una asimetria
positiva con un coeficiente de asimetria de Fisher=2,18 y por ser leptocurtica con un

coeficiente de curtosis Fisher = 8,19.

Se emplea sin éxito, la normalizacion de la distribucion de TSH mediante la
transformacion logaritmica y la transformacion de Box-Cox (Box G, 1964), por lo que

se opta por tratar la variable TSH sin transformar para su analisis.

La variable independiente o resultado es siempre la misma, TSH, que es una
variable continua. Dependiendo de las variables dependientes analizadas se emplea una

prueba estadistica u otra.
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Para las variables continuas se emplea el analisis por regresion simple.

1.000

800 ]

I Mean = 1,83
Std. Dev. = 1,558

.g 600 L N=6.513
: —
o | L
=
1)
o
S
L

400 o

200

0 ] = T
,00 5,00 10,00 15,00

Tirotropina (pU/mL)

Figura 20. Distribucion de las concentraciones déiTS

Para comparar las medias de TSH de las variables categéricas con dos
categorias, se emplea la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney, debido a que la
TSH no siguen una distribucion normal y debido a que no hay homogeneidad de

variancias, prueba de Levene p < 0,01.

El problema de prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney es que a pesar de
obtener el grado de significacion, se desconoce el grado de la diferencia entre medias.
Para conocer el grado de diferencia, en aquellas pruebas que resultaron significativas se
empled el procedimiento de Hodges-Lehmann que permite estimar el intervalo de
confianza de la diferencia entre dos medianas bajo el supuesto de que las dos
distribuciones son idénticas en la forma y sélo difieren en la posicion (Conover 1999;
Lehmann, 1975).
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Para comparar las medias de TSH de las variables categéricas con mas de dos
categorias, se emplea la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. La prueba paramétrica
ANOVA es muy robusta frente a la vulneracion del supuesto de normalidad. Sin
embargo, la falta de homogeneidad de variancias, prueba de Levene p < 0,01,

desaconseja su uso.

Una limitacion de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis en caso de que
resulte significativa, es que no indica entre que categorias es significativa la diferencia

de medias. Ademas tampoco muestra la diferencia entre medias entre los grupos.

Por ello en aquellas pruebas que resultaros significativas se empled el
procedimiento de Hodges-Lehmann para el célculo de la diferencia entre dos medianas,

calculando para cada comparacion entre las diferentes categorias.

Para las variables categodricas con mas de dos categorias ordenadas, se empleo
ademas la prueba no paramétrica de tendencia de Jonckheere-Terpstra, para comprobar

la hipétesis de tendencia de las medias.

Las variables se expresan con la n correspondiente, con la media y la mediana
para saber la tendencia central de los datos y con la desviacion estandar, intervalo
intercuartilico (IQR), intervalo de confianza al 95% de la media, intervalo de confianza

(IQ) al 95% de la mediana para conocer el grado de dispersion.

En el analisis de la influencia del grado de prematuridad sobre la concentracion
de TSH, con el objetivo de eliminar la interferencia de las variables que también puedan
influir, se emplea un disefio con medidas intrasujeto. De esta forma se compara las TSH
de cada sujeto consigo mismo en diferentes periodos: cuando es RNEP, RNMP vy
RNPT. Para ello se emplea la prueba no paramétrica de Wilcoxon por ser la de mayor

potencia.

Se emplea también un modelo de regresion multiple para eliminar la influencia
de unas variables sobre las otras en el analisis de su influencia sobre la modificacién de

la concentracion de TSH.

Se realiza el calculo de los intervalos de referencia de cada subclase cuya

variable en la regresion mdultiple resulta significativa. Para realizar el calculo de los
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intervalos de referencia se siguen las recomendaciones de la CLSI (CLSI, 2005) y de la
International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) (Solberg HE, 2004).

Como criterio de valor lejano se toma el criterio de Tukey. Para subclases de n >
120 se emplea el método no paramétrico basado en el percentil 2,5 y 97,5 y para las

subclases de n < 120 se emplea el método robusto de Horn y Pesce (Horn P, 1998).

4.5 Consideraciones ético-legales

Los datos obtenidos de la base de datos de Cribado Neonatal de Enfermedades
Congeénitas de la Comunitat Valenciana (Metab) se registran previa autorizacion libre,
voluntaria e informada de los padres o tutores legales del recién nacido, siguiendo lo
establecido segun la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la
autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y

documentacion clinica.

Se preservan los datos de identificacion personal de los recién nacidos,
separados de los de caracter clinico-asistencial, asegurando de esta manera el anonimato
de los mismos, de conformidad con lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999 de 13 de
diciembre de Proteccién de Datos de Caracter Personal, y en la Ley 14/1986 de 25 de

abril General de Sanidad.

Todas las muestras de sangre se tratan siguiendo la guia de proteccion de los
trabajadores frente a las infecciones ocupacionales (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2005).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas descriptivas de la poblacion

5.1.1 Descriptivos RNP vs RNT

Se detallan las caracteristicas descriptivas de la poblacion de RNP y de RNT
(Tabla 1), para un mejor entendimiento e interpretacion de las diferencias observadas de
TSH entre grupos.

Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de los RNT y de los RNP

RNP (n=6520) RNT (n= 78.980)

Media (SD) Mediana (IQR) ' Media (SD) Mediana (IQR)
TSH (uU/ml) 1,84 (1,56) 1,45 (1,58) 2,31 (2,18) 1,66 (2,05)

Edad gestacional 34,50 (2,34) 35,00 (2,00) | 39,37 (1,26) 39,29 (1,57)

(semanas)

Se observa qua tasa de nacimientos prematuros en la provincia de Alicante en
el periodo 1 de enero de 2008 al 31 de diciembre de 2012, es de 7,29%.

Se observa en los RNT que la edad gestacional media es de 39,37 semanas
debido a que el periodo 39-40 semanas es en el que se da el mayor numero de
nacimientos.

En los RNP la media de valores de la edad gestacional es de 34,50 semanas,
debido a un mayor nimero de nacimientos en grado de prematuridad menores (88%
RNPT) que en mayores (2,4% RNEP).
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5.1.2 Descriptivos RNP

Se detallan las caracteristicas descriptivas de los RNP (Tabla 2 y Tabla 3), que
son muy importante a la hora de valorar e interpretar los intervalos de referencia

posteriormente calculados.

Ademas facilita la comparacion de los resultados y de los intervalos de
referencia con los de otros estudios con diferentes poblaciones, ademas de permitir un
mejor entendimiento de los resultados que se muestras posteriormente, e interpretacion

de los mismos.

Tabla 2. Caracteristicas descriptivas de las variables continuas de los RNP

RNP (n=6520)

Variable Media (SD) Mediana (IQR)
TSH (uU/ml) 1,84 (1,56) 1,45 (1,58)
Edad gestacional (semanas) 34,50 (2,34) 35,00 (2,00)

Peso al nacer 2330,61 (2,35)

2390,00 (760,00)

Edad de la madre 31,62 (5,68)

32,00 (8,00)

Dias de vida al nacer 4,45 (3,62)

4,00 (2,00)

Se observa una media adecuada de peso al nacer (> 1500 g), una edad media de

la madre de 30 afios y una media de 4,45 dias de vida al nacer.
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Tabla 3. Caracteristicas descriptivas de las variables categoricas de los RNP

RNP (n=6520)

Variable Categoria N Frecuencia
Hombre 3510 53,9 %
Sexo
Mujer 3002 46,1 %
No 5014 76,9 %
Gemelos
Si 1506 23, 1%
RNEP 159 2,4 %
Grado de
_ RNMP 609 9,3%
prematuridad
RNPPT 5752 88,2 %
Extremadamente bajo 185 2.9%
Grado de bajo pesoMUy Pajo 435 6,8 %
al nacer Bajo 3106 48,7 %
Normal 2656 41,6 %
Bajo peso al nacer No 5760 90,3 %
(inmadurez) S 620 9.7 %
No 3899 66,3 %
Mes frio
Si 1980 33,7 %
Adecuado 5879 90,4 %
Dias de vida
Temprana 241 3,7 %

categorizado
Tarde 386 5,9%
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Se observa un ligero aumento del porcentaje de hombres respecto a las mujeres
en la poblacion.

Como era de esperar se observa un menor porcentaje de gemelos que de no
gemelos, un menor porcentaje de grupos de alto grado de prematuridad con respecto a
grupos de bajo grado de prematuridad, un menor porcentaje de bajo peso al nacer
respecto a ausencia de bajo peso y un menor porcentaje de muestras tempranas en
funcién de los dias de vida respecto a muestras adecuadas o tardes.

Se observa similar distribucién del nimero de nacimientos en todos los meses de
de los afos analizados.

5.2. Comparacion de TSH entre prematuros y nacidos a término

5.2.1. Prevalencia global (Incidencia acumulada en periodo)de
hipotiroidismo congénito en prematuros y nacidos a término

-El ndmero de prematuros con hipotiroidismo congénito en el periodo 2008-
2012 fue de 6, de un total de 6.526 nacimientos prematuros. Lo que supone una
prevalencia global (incidencia acumulada en el peridddC en los RNP de 0,92 %,

o lo que es lo mismo, 1/1.088 nacimientos prematuros.

-El nimero de nacidos a término con hipotiroidismo congénito en el mismo
periodo fue de 39, de un total de 83.412 a término. Lo que supone una prevalencia de
HC en los RNT de 0,47 %o, 6 1/2.130 nacimientos a término.

-La prevalencia global de hipotiroidismo congénito en el periodo 2008-2012 fue
de 0,50 %o 6 1/1.991 nacimientos.

5.2.2. Comparacién de concentracion de TSH entre prematuros y nacidos a
término

Se analiza la diferencia entra la concentracion de TSH entre prematuros y

nacidos a término.
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Se representan los valores de las medias y medianas de cada grupo para conocer
la tendencia central de los datos, acompafadas de la desviacion estandar e IC95% de la
media e intervalo intercuartilico e IC95% de la mediana respectivamente, para conocer

el grado de dispersioén (Tabla 1). Las unidades de todos los datos son puU/ml.

Tabla 4. Valores de TSH (uLU/ml) en los grupos de RNP y RNT

Grupo Media (SD) 1C95% Mediana IC95%
~ Media  (IQR) Mediana

6.161 | 1,84 (1,56) 1,80-1,87 1,45 (1,58)  1,42-1,49
RNT 78.980| 2,30 (2,18) 2,29-2,32 1,66 (2,05) 1,65-1,67

Se representa el diagrama de cajas para observar estos datos gréficamente,

observandose una asimetria positiva en ambos grupos, con una cola de valores a la

derecha.
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Figura 21. Representacion grafica de los valores de TSH (uU/ml) en el grupo de RNPT
y RNT.
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Analizandose la diferencia entre medias con el test no paramétrico de U Mann-

Whitney, se observan que existen diferencias significativas entre ellas (p<0,01).

El grado de la diferencia entre ambos grupos se calcula con la diferencia de
medianas mediante el procedimiento de Hodges-Lehman. Se representan las medianas

de cada grupo graficamente:
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Figura 22. Representacion de las medianas de TSH (uU/ml) en los grupos RNT y RNP.

Se observa que la diferencia de medianas es de 0,22 pU/ml con un 1C95% de la
diferencia de(0,19-0,25 pU/ml), es decir, los RNT poseen una diferencia en la

concentracion de TSH de 0,22 pU/ml mayor que la de los RNP.
5.2.3. TSH segun dias de vida en prematuros y nacidos a término

Se representan graficamente las medianas de la concentracion de TSH en RNP y
RNT en funciéon de los dias de vida que tenian el dia de la extraccién, para observar su

evolucion en el tiempo después del nacimiento.
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Figura 23. Evolucion de la TSH con los dias de vida en RNT y RNP

Se observa que la distribucién de las medianas de la concentracion de TSH en
funcién de los dias de vida es similar en ambos grupos, caracterizandose por unas
concentraciones de TSH mas altas en el periodo de 0 a 1 dia, con un pico maximo de
concentracion el primer dia, para posteriormente ir disminuyendo progresivamente hasta
el 6°-7° dia de vida.

Se observa que las medianas de concentracion de TSH de los RNP siguen una
distribucion casi paralela a la de los RNT pero con concentraciones mas bajas hasta el
6°-7° dia.
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5.3. Analisis de las variables implicadas en la variacion de la
concentracion de TSH en prematuros

5.3.1. Variacion de TSH segun el grado de prematuridad

El grado de prematuridad es una variable categorica, derivada de la variable
continua edad gestacional. Al categorizar una variable continua se puede perder
informacion, por lo que previamente al analisis de la influencia del grado de
prematuridad en la concentracion de TSH, se realiza el andlisis entre edad gestacional y
TSH.

Al ser ambas variables continuas se emplea el analisis estadistico de regresion
lineal observandose una R de 0,067, y denotando que existen diferencias significativas
(p<0,01). El coeficiente estandarizado de edad gestacional es de 0,04 pU/ml con un
IC95% de (0,03-0,06 pU/ml), es decir, cada vez que aumenta una semana en la edad

gestacional, aumenta 0,04 pU/ml de media el valor de TSH.

Se categoriza la variable edad gestacional, en funcion del grado de prematuridad
propuesto por la OMS. Se representan los valores de las medias y medianas de cada
grupo para conocer la tendencia central de los datos, acompafiadas de la desviacion
estandar e 1C95% de la media e intervalo intercuartilico e 1C95% de la mediana

respectivamente, para conocer el grado de dispersion.

Tabla 5. Valores de TSH (uU/ml) segun grado de prematuridad.

IC 95% Mediana IC 95%

Media (IQR) Mediana
RNEP 159 1,36 (1,63) 1,11-1,61 0,91 (1,73) 0,69-1,16
RNMP 606 1,75 (1,78) 1,61-1,90 1,33 (1,80) 1,18-1,4]7
RNPT 5.748 | 1,85 (1,53) 1,81-1,89 1,47 (1,55 1,43-1,51
RNT 79.019| 2,30 (2,18) 2,29-2,32 1,66 (2,05) 1,65-1,67
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Se representa el diagrama de cajas para observar estos datos graficamente,
observandose que la asimetria positiva en los grupos es mayor segun disminuye el grado
de prematuridad:
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Figura 24. Representacion de los valores de TSH (nU/ml) segun grupos de
grado de prematuridad.

Analizandose la diferencia entre medias con el test no paramétrico de Kruskal-

Wallis, se observa que la diferencia entre grupos es significativa (p<0.01).

Como la variable grado de prematuridad es una variable con categorias
ordenadas interesa comprobar la hipétesis de tendencia de medias, es decir, si existe una
diferencia de medias en el mismo sentido, si éstas van aumentando o disminuyendo

progresivamente conforme disminuye el grado de prematuridad.

En lugar del test de Krurkal-Wallis que es sensible a las diferencias de medias en
cualquier sentido, se aplica el test de tendencia de Jonckheere-Terpstra, observandose
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una tendencia negativa y significativa (p<0,01), en sintonia con el analisis entre la
concentracion de TSH y la edad gestacional. Dicha tendencia negativa indica que

cuando disminuye el grado de prematuridad aumenta la concentracién de TSH.

El grado de la diferencia entre ambos grupos se calcula con la diferencia de
medianas mediante el procedimiento de Hodges-Lehman. Se representan las medianas

de cada grupo graficamente:
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Figura 25. Medianas de los valores de TSH (uU/ml) entre los tres grupos de grado de

prematuridad y RNT.

Observandose que las diferencias entre medianas son:

Tabla 6. Diferencias de medianas e intervalo de confianza entre los grupos de grado

de prematuridad.

Diferencia
medianas (IC RNMP RNPT RNT
95%)
RNEP -0,30(-0,49--0,11)% -0,50(-0,67 —-0,34)*| -0,68(-0,88— -0,49)*
RNMP -0,19(-0,28 — -0,09)*| -0,35(-0,46- -0,24)*
RNPT -0,19(-0,23--0,16)*

*Diferencia significativa (<0,01)
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5.3.2. Variacion de TSH segun el peso al nacer

En el analisis de TSH con el peso al nacer como variable continua se observa
mediante regresion lineal que no existen diferencias significativas (p=0,27).

Se categoriza el peso en funcion de bajo peso al nacer definida por la OMS. Se
representan los valores de las medias y medianas de cada grupo para conocer la
tendencia central de los datos, acompafadas de la desviacion estandar e IC95% de la
media e intervalo intercuartilico e IC95% de la mediana respectivamente, para conocer

el grado de dispersion.

Tabla 7. Valores de TSH (uU/ml) segun grupo de peso de los recién nacidos
pretérmino analizados.

Media IC 95% Mediana IC 95%

(SD) Media (IQR) Mediana
Normal (>2500 g) 2655 | 1,83 (1,50) 1,78-189 1,45 (1,56 1,39-1,50
Bajo (1500-2499 g) 3100 | 1,84 (1,56) 1,78-1,89 1,44 (1,55 1,39-1|50

Muy bajo (1000-1499 g) | 433 | 1,77 (1,63) 1,61-192 1,42 (1,85) 1,21-1]59

Extremadamente bajo

185 | 1,63(2,08) 1,33-1,983 1,11 (1,69 0,88-1/42
(<1000 g)

Se representa el diagrama de cajas para observar estos datos graficamente,
observandose que la asimetria positiva en los grupos normal y bajo es mayor que en los

grupos muy bajo y extremadamente bajo:
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Figura 26. Representacion de los valores de TSH (uU/ml) segun grupo de peso al nacer
de los nifios pretérmino analizados.

Analizandose la diferencia entre medias con el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis, se observa que existen diferencias significativas p<0,01. El test de tendencia de
Jonckheere-Terpstra es significativo (p<0,01), observandose una tendencia positiva, es

decir, al aumentar el peso aumenta también la concentracion de TSH.

Estos test indican que existen diferencias significativas entre grupos, pero no
entre cudles, ni en qué medida. Para ello se comparan cada grupo con el resto, mediante

el test no paramétrico de U Mann-Whitney.

El grado de la diferencia entre ambos grupos se calcula con la diferencia de
medianas mediante el procedimiento de Hodges-Lehman. Se representan las medianas

de cada grupo graficamente:
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Figura 27. Representacion de las medianas de TSH (uU/ml) segun grupo de peso al

Observandose que las diferencias entre medianas son significativas entre casi todos

los grupos:

Tabla 8. Diferencias entre las medianas de la TSH (uU/ml) entre los nifios pretérmino

Diferencia
medianas (IC
95%
Extremadamente

bajo peso

nacimiento de los RNP.

distribuidos en grupos de peso al nacimiento.

Muy bajo peso

Bajo peso

Normopeso

-0,19 (-0,40— -0,00)*

-0,34 (-0,50 — -0,18)*

-0,35 (-0,52 — -0,19)?

Muy bajo peso

-0,13 (-0,24 — -0,01)*

-0,14 (-0,26 — -0,01)*

Bajo peso

No significativo
(p=0,66)

* Diferencias significativas (p<0,01)

Debido a que el peso al nacer se relaciona con la prematuridad, habra que
analizar posteriormente mediante regresion lineal mdultiple si estas diferencias
significativas se deben a la influencia del peso al nacer, a la prematuridad o a ambas

variables.

Observando los resultados y con el apoyo bibliogréafico, tiene sentido categorizar
también el peso al nacer en funcion de la inmadurez del sistema HHT. Se representan
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los valores de las medias y medianas de cada grupo para conocer la tendencia central de
los datos, acompafnadas de la desviacion estdndar e IC95% de la media e intervalo
intercuartilico e 1IC95% de la mediana respectivamente, para conocer el grado de
dispersion.

Tabla 9. Valores de TSH (uU/ml) segun grupo de madurez del sistema HHT, en
los nifios pretérmino distribuidos por peso superior o inferior a 1500g.

\ Media (SD) IC 95% Mediana IC 95%

Media (IQR) Mediana
Normal (>1500 g)| 5.755| 1,84 (1,53)] 1,80-1,87 1,44 (1,55) 1,41-1,48

Bajo (<1500 g) 618 | 1,73(1,78) 1,59-1,87 1,32(1,83) 1,15-1,48

Se representa el diagrama de cajas para observar estos datos gréficamente,

observandose que la asimetria positiva es mayor en el grupo normal que en el bajo:

18,00

15,00

N
N
[=}
g

SOMPOE DHC HEXt

9,00 ¥

Tirotropina (pU/mL)
s

6,00

3,00

,001

Bajo peso al nacer (<15009)
Figura 28. Representacion de los valores de TSH (uU/ml) segun grupo de madurez del
sistema HHT, en los RNP distribuidos por peso superior o inferior a 1500g.

85



Analizdndose la diferencia entre medias con el test no paramétrico de U Mann-
Whitney, se observa que existen diferencias significativas p<0,01.

El grado de la diferencia entre ambos grupos se calcula con la diferencia de
medianas mediante el procedimiento de Hodges-Lehman. Se representan las medianas

de cada grupo graficamente:

1,95

19

1,85
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1,7 A
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Clasificacién peso segun inmadurez eje HHT

Figura 29. Representacion de las medianas de TSH (uU/ml) segun grupo de madurez
del sistema HHT, en los nifios pretérmino distribuidos por peso superior o inferior a
1500g.

Observandose que la diferencia de las medianas es de -0,20 pU/ml con un
IC95% (-0,29 — -0,10 pU/ml), es decir, la concentracion de TSH de los bajos es de -0,20

pnU/ml inferior a la de los recién nacidos con madurez HHT.

5.3.3. Variacion de TSH segun los dias de vida

Analizando la relacion entre la concentracion de TSH con los dias de vida como
variable continua mediante regresion lineal, se observa que existen diferencias

significativas (p<0,01) con una R de 0,11. El coeficiente estandarizado de dias de vida
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en la extraccion es de -0,05 pU/ml con un IC 95% (-0,06 — -0,04 pU/ml), es decir, por
cada dia de vida se disminuye la concentracion de TSH una media de -0,05 pU/ml. Sin
embargo, el andlisis mediante regresion no es adecuado por la gran asimetria en la
distribucién, como se vera a continuacién, con un pico maximo de concentracién el

primer dia.

Se categoriza la variable dias de vida en funcién de las recomendaciones del
programa de Cribado de la Comunidad Valenciana relativas al momento de extraccién
de la muestra para Hipotiroidismo Congénito. Se representan los valores de las medias y
medianas de cada grupo para conocer la tendencia central de los datos, acompafiadas de
la desviacion estandar e 1C95% de la media e intervalo intercuartilico e IC95% de la
mediana respectivamente, para conocer el grado de dispersion.

Tabla 10. Valores de TSH (uU/ml) segun grupo de dias de vida a la extraccién de la
muestra de sangre en los nifios pretérmino.

Media IC 95% Mediana IC 95%

(SD) Media (IQR) Mediana
Temprana (dia de 241 | 2,90 (1,87) 2,67-3,13 2,60 (1,90) 2,29-2,88

nacimiento-1*" dia)

Adecuado (2°-7° dias)| 5872 | 1,78 (1,51) 1,74-1,81 1,41 (1,52) 1,37-1,44

Tarde (> 7° dia) 386 | 1,93 (1,76) 1,75-2,11| 1,51(1,75)| 1,34-1,68

Se representa el diagrama de cajas para observar estos datos graficamente:
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Figura 30. Representacion de los valores de TSH (uU/ml) segun grupo de edad desde el
nacimiento hasta la toma de la muestra de sangre en los nifios pretérmino.

Graficamente se observa que hay mayor dispersion (mayor n° de valores
alejados), en el grupo de adecuado que en el de temprano y que en el de tarde, debido a
la mayor n de la muestra del grupo adecuado. En caso de tener similar n todos los
grupos, la asimetria seria similar, ya que el porcentaje de valores que aparecen como

alejados en el diagrama de cajas es similar en todos los grupos.

Se observa que existen diferencias significativas p<0,01 analizandose la

diferencia entre medias con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

El grado de la diferencia entre ambos grupos se calcula con la diferencia de
medianas mediante el procedimiento de Hodges-Lehman. Se representan las medianas

de cada grupo graficamente:
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Figura 31. Representacion de las medianas de TSH (uU/ml) segun grupo de dias a la

toma de muestras en los nifios pretérmino analizados.

Observandose que las diferencias entre medianas son:
* Entre adecuada y temprana es de -1,06 pU/ml (-1,23 — -0,88 pU/ml), siendo
dicha diferencia significativa (p<0.01)

» Entre adecuada y tarde la diferencia de medianas no es significativa p=0,19.

Se representan graficamente las medianas de la concentracion de TSH en los
distintos grupos de prematuros segun las variables que indican inmadurez del recién
nacido (grado de prematuridad y peso al nacer), en funcion de los dias de vida que
tenian el dia de la extraccion, para observar su evolucion en el tiempo después del
nacimiento.

Se representan graficamente las medianas de la concentracion de TSH en los

distintos grupos de prematuros segun su grado de prematuridad:
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Figura 32. Evolucion de la TSH con los dias de vida en los distintos grupos de RNP:
RNEP, RNMP y RNPT

En la distribucion de TSH segun los dias de vida entre los distintos grupos de
prematuros segun su edad gestacional, se observa como los RNPT siguen una
distribucion similar a la de los RNT de la Figura 23, pero a concentraciones mas bajas.
En los RNMP el pico maximo del primer dia se sigue observando aunque de forma
menos pronunciada, mientras que en los RNPT no se produce, a pesar de que las

concentraciones de TSH en el periodo 0-1 son mas altas que en el resto de su
distribucion.

También se observa como los RNPT tienen concentraciones mas altas que los

RNMP (ambos siguen distribuciones casi paralelas) y que los RNEP, y los RNMP a su
vez superiores a los RNEP.

Se representan graficamente las medianas de la concentracion de TSH en RNP

segun bajo peso al nacer:
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Figura 33. Evolucion de la TSH con los dias de vida segun grupo de madurez del
sistema HHT, en los nifios pretérmino distribuidos por peso superior o inferior a 1500g.

Se observa que la distribucion de las medianas de la concentracion de TSH en
funcién de los dias de vida segun grupo de madurez del sistema HHT es muy diferente.
Los que tienen peso al nacer >1500 g y por tanto maduro el sistema HHT, presentan un
patron similar al anteriormente observado en los RNT, aunque a menores
concentraciones, con un pico de concentracion caracteristico en el primer dia de vida.
Sin embargo, los de bajo peso al nacer <1500 g no presentan el pico caracteristico en el

primer dia de vida.

Para observar si la ausencia de pico se debe a edad gestacional, al bajo peso al
nacer o a la influencia de ambas variables se realiza el mismo grafico, pero

categorizando a los RNP en funcién de su grado de prematuridad y peso al nacer.
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Se representan graficamente las medianas de la concentracion de TSH en RNEP
segun bajo peso al nacer:
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Figura 33. Evolucion de la TSH con los dias de vida en los RNEP segun bajo peso al
nacer

Se observa en los RNEP como ni en los de bajo peso al nacer (n=149), ni en los
gue no tienen bajo peso al nacer (n=7), se produce un pico maximo de concentracién de
TSH en el primer dia de vida. Estos resultados tienen la limitacion de que el tamafio
muestral del grupo que no tienen bajo peso al nacer es muy bajo (n=7), pudiendo estar

justificada la ausencia de pico por el bajo tamafio muestral

Se representan graficamente las medianas de la concentracion de TSH en
RNMP segun bajo peso al nacer:
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Figura 34. Evolucion de la TSH con los dias de vida en los RNMP segun bajo peso al
nacer

Se observa en los RNMP como en los de bajo peso al nacer (n=330) no se

produce el pico maximo de TSH en el primer dia, pero si que se produce en en los que
no tienen bajo peso al nacer (n=263).

Se representan graficamente las medianas de la concentracion de TSH en RNPT
segun bajo peso al nacer:
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Figura 35. Evolucidon de la TSH con los dias de vida en los RNPT segun bajo peso al

nacer

Se observa en los RNPT como en los que no tienen bajo peso al nacer (n=5.490)
se produce el pico maximo de TSH en el primer dia, pero en los de bajo peso al nacer

(n=141) ese pico de méxima concentracién de TSH se retrasa y se produce el segundo
dia.

Este hecho es debido a que no se obtuvo ningin dato de RNPT de bajo peso con
una muestra extraida con un dia de vida, pero si con dos dias de vida. Es de esperar que

en el caso de haberse recogido, el pico maximo de TSH fuera en el primer dia.

5.3.4. Variacion de TSH segun el sexo

Se representan los valores de las medias y medianas de cada grupo para conocer

la tendencia central de los datos, acompafiadas de la desviacién estandar e 1C95% de la
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media e intervalo intercuartilico e IC95% de la mediana respectivamente, para conocer
el grado de dispersion.

Tabla 11. Valores de TSH (uU/ml) segin sexo en los recién nacidos pretérmino

estudiados.
Media IC 95% Mediana IC 95%
(SD) Media (IOR) Mediana
Masculino 3.505 1,85 (1,63) 1,80-1,90 1,43 (1,63 1,38-1,48
Femenino 3.000 1,81 (1,48) 1,75-1,86 1,46 (1,52 1,40-1,52

Se representa el diagrama de cajas para observar estos datos graficamente:

* %
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SOIRCHEBE X Bt X
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Sexo (0 Hombre, 1 Mujer)

Figura 36. Representacion de los valores de TSH (uU/ml) segln sexo.

No se observan diferencias significativas (p=0,69) entre los valores de TSH de
sexo masculino y femenino, mediante el test no paramétrico U Mann-Whitney.
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5.3.5. Variacion de TSH segun ser gemelos o no

Se representan los valores de las medias y medianas de cada grupo para conocer
la tendencia central de los datos, acompafadas de la desviacion estandar e IC95% de la
media e intervalo intercuartilico e IC95% de la mediana respectivamente, para conocer

el grado de dispersion.

Tabla 12. Valores de TSH (uU/ml) en los nifios pretérmino con parto gemelar y unico.

Grupo N Media IC 95% Mediana IC 95%

(SD) Media (IQR) Mediana

No gemelos| 5.009| 1,85(1,58) 1,81-1,90 1,46 (1,61)  1,42-1,51

Gemelos | 1.504| 1,75 (1,50 1,64-1,82 1,39 (1,47) 1,32-1,45

Se representa el diagrama de cajas para observar estos datos graficamente:
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Figura 37. Representacion de los valores de TSH (uU/ml) segun si es gemelo o no.
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Se observan diferencias significativas (p=0,02) entre los valores de TSH de los
gemelos con respecto a los no gemelos, mediante el test no paramétrico U Mann-
Whitney.

El grado de la diferencia entre ambos grupos se calcula con la diferencia de
medianas mediante el procedimiento de Hodges-Lehman. Se representan las medianas

de cada grupo graficamente:
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Figura 38. Representacion de los valores de las medianas en los RNP segun parto

gemelar o no.

Las diferencias de las medianas entre no gemelos y gemelos es de 0,07 pU/ml
(0,01-0,14 pU/ml), es decir, la concentracion de TSH de los no gemelos es de 0,07
pU/ml més alta que la de los normales.

5.3.6. Variacion de TSH segun edad de la madre

No se observan diferencias significativas (p=0,581) mediante regresion lineal de

las concentraciones de TSH en funciéon de la edad de la madre.
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Sin embargo en la representacion de las medianas de las concentraciones de
TSH en funcion de la edad de la madre, se observa un aumento de la concentracion de
TSH en las edades menores a 15 aflos y a mayores de 46 aios.
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Figura 39. Variacion de los valores de TSH (nU/ml) en los nifios pretérmino segun
edad de la madre.
La dispersion grafica de los valores de los extremos (edad de la madre < 15 afios

y edad de la madre > de 46 afos) se debe a que existen pocos sujetos en esas edades (n
de 8 y 16 respectivamente)

5.3.7. Variacion de TSH segun mes frio o no

Se representan los valores de las medias y medianas de cada grupo para conocer
la tendencia central de los datos, acompafiadas de la desviacién estandar e 1C95% de la
media e intervalo intercuartilico e 1C95% de la mediana respectivamente, para conocer

el grado de dispersion.
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Tabla 13. Valores de TSH (uU/ml) en los nifios pretérmino segun el mes de nacimiento

sea frio o no.
Media (SD) IC95% Mediana (IQR) IC95%
Media Mediana
No 3.894 1,80 (1,53) 1,76-1,85 1,40 (1,58) (1,36-1,46)
Si 1.978 1,94 (1,62) 1,86-2,01 1,58 (1,62) (1,52-1,66)

Se representa el diagrama de cajas para observar estos datos graficamente:
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Figura 40. Representacion de los valores de TSH (uU/ml) en los nifios pretérmino
segun su nacimiento en meses frios (t media < 14°C) y meses calidos (t h4ia. >

Se observan diferencias significativas (p=0,02) entre los valores de TSH segun

la temperatura fria 0 no del mes, mediante el test no paramétrico U Mann-Whitney.
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El grado de la diferencia entre ambos grupos se calcula con la diferencia de
medianas mediante el procedimiento de Hodges-Lehman. Se representan las medianas

de cada grupo graficamente:
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Figura 41. Representacion de las medianas de TSH (uU/ml) en los nifios pretérmino
segun su nacimiento en meses frios (t media < 14°C) y meses calidos (t mh4ia. >

Las diferencias de las medianas entre mes frio y mes sin frio es de 0,11 pU/ml
(0,05-0,18 pU/ml), es decir, la concentracion de TSH de los meses frios es de 0,11

pU/ml mas alta que la de los meses sin frio.

5.4. Analisis multivariable de TSH

Se realiza el andlisis multivariable de TSH mediante regresién lineal multiple
con las variables que anteriormente se han analizado de forma individual. El objetivo es
determinar el efecto individual de cada variable sobre la concentracion de TSH
independientemente del efecto de las demas variables que se ajustan en el mismo

modelo.

Se realiza una estrategia de seleccion de las variables a introducir en el modelo

por pasos guiadas por el investigador, consistentes en una inclusion secuencial de las
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variables con una p<0,05 y una exclusion secuencial de las variables con una p>0,10,

buscandose el modelo més explicativo y parsimonioso.

Para introducir la variable dias de vida en el modelo de regresion se recategorizé
la variable en: muestras tempranas {0dla) y muestras no temprana (dias). El
motivo de la recategorizacion fue reducir la dispersion del modelo, debido a que no

existen diferencias significativas entre una muestra adecuada y tarde,

Las variables finalmente incluidas en el modelo son: edad gestacional (semanas),
bajo peso al nacer (Si/No) tomando como referencia la categoria No, mes frio (Si/No)
tomando como referencia la categoria No y dias de vida en la extraccién (categorizado

en temprana o no temprana), tomando como referencia la categoria no temprana.

Las variables no significativas en el analisis de regresion lineal multivariable
fueron son: edad de la madre (p=0,98), sexo (p=0,16) tomaodno referencia la
categoria masculina y gemelos (p=0,23) tomando como referencia la categoria no ser

gemelo.

Se representa el coeficiente de la recta de regresion (B) de cada variable, con su
intervalo de confianza a 95% y su grado de significacion.

Tabla 16. Coeficiente de la recta de regresion (B) e intervalo de confianza al 95% de

las variables influyentes sobre los valores de TSH en nifios pretérmino.

Variable ‘ B IC95 de B P
Constante 1,20 0,49 - 1,90 <0,01
Edad gestacional (en 0,06 0,04 - 0,09 <0,01
semanas)

Bajo peso al nacer (<1500 g) -0,28 -0,47 --0,10 <0,01
Mes frio 0,10 0,02 -0,20 0,02
Dias de vida -1,03 -1,24 - -0,82 <0,01

Categorias de referenciaategoria No en la variable bajo peso al nacer (< 15009),

categoria No en la variable mes frio, categoria no temprana en la variable dias de vida.
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El coeficiente de determinaciénqRlel modelo es de 0,154, lo que significa que
globalmente las variables introducidas en el modelo explicarian un 15,4 % de la
variabilidad de la concentracion de TSH.

Los resultados significativos del analisis de regresion multivariable indican que:

-La TSH aumenta de media 0,06 pU/ml con un IC 95% (0,04 — 0,09 pU/ml) por

cada semana gestacional cumplida hasta las 37 semanas.

-Los RNP de bajo peso al nacer (< 1500 g) poseen una TSH de 0,28 pU/ml
menor que los que no tienen bajo peso al nacer, con un IC 95% (-0,47 — -0,10 pU/ml).

-Los RNP nacidos en meses frios poseen una TSH de 0,10 pU/ml mayor que los

que no nacieron en un mes frio, con un IC 95% (0,02 — 0,20 pU/ml).

-Los RNP cuyas muestras fueron extraidas adecuadamente (desde el 2° dia de
vida en adelante) poseen una TSH de 1,03 pU/ml menor que aquellos en los que fueron
extraidas inadecuadamente (dias de vida inferiores a 2), con un IC 95% (-1,24 — -0,82
pu/ml).

5.5. Evaluacion de la maduracion del eje tiroideo: evolucion de TSH
intrasujeto

5.5.1. Diagnosticados de HC en la evolucién

Los RNP a los que se les realizo el cribado neonatal de HC durante el periodo
2008-2012 y que fueron considerados como sanos tras la medicidon de TSH fueron
n=6520. De éstos, sblo se recibié una segunda muestra en 615 nifios (9,43% de la

inicial) con el objetivo de volver a repetir el cribado tras su maduracion.

De los 615 que se les repiti6 el cribado, fueron diagnosticados 4 de ellos (0,65%)

de HC tras el analisis de una 22 o 32 muestra.
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Se representan los resultados de TSH del primer cribado y de la repeticion del

mismo acompafiado por la edad gestacional corregida en cada muestra:

Tabla 14. Casos de HC en RNP que se escaparon del primer cribado

Caso gesEtgg%nal (uTUS/:I) gesEtgg%nal (Zﬁll_'m?) gesEtggi?)nal (Za/Hm%
(12 muestra) (22 muestra) (32 muestra)

1 30,00 5,68 32,29 8,45 35,14 9,50

2 33,29 8,11 35,29 12,00 37,71 23,40

3 35,00 8,85 36,29 9,35 38,57 9,30

4 35,29 4,86 37,71 7,88 41,43 9,21

5.5.2. Comparacion de TSH intrasujeto en la evolucion

Al analizar las medidas intrasujeto y compararse cada sujeto consigo mismo se
elimina la interferencia de las demas variables que pueden influir en el estudio.

Se representan los cambios de grupo segun el grado de prematuridad corregido
con el objetivo de valorar la influencia de la maduracion del prematuro en la
concentracion de TSH.

De los 615 de los que se recibié muestra para repetir el cribado, 487 habian

experimentado un cambio de grupo segun el grado de prematuridad corregido.

Se emplea el test no paramétrico T de Wilcoxon para obtener el grado de
significacion. El grado de la diferencia entre ambos grupos se calcula con la diferencia
de medianas mediante el procedimiento de Hodges-Lehman.

Se representa el cambio de grupo segun el grado de prematuridad, con su n, la p

del test no paramétrico T d Wilcoxon, la diferencia de las medianas y el IC95% de las

diferencias:
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Tabla 15. Diferencias de TSH intrasujeto segun cambio de grupo gestacional segun

grado de prematuridad

Cambio de grupo Diferencia de la IC95% de la
de grado de mediana diferencia de la
prematuridad mediana
corregido
De RNEP a RNPM| 24 0,01 1,05 -0,03-1,51
De RNEP a RNPT | 14 0,22 0,59 -0,16 — 0,98
De RNEP a RNT 8 0,78 0,23 -2,83-1,97
De RNPM a RNPT| 91 <0,01 0,43 -0,08 — 0,67
De RNPM a RNT 53 0,34 0,07 -0,31-10,97
De RNPT a RNT 297 <0,01 0,25 0,11 -0,38

Se observa como a medida que el RNP, va creciendo, madurando y pasando de
grupo segun el grado de prematuridad corregido, la TSH va aumentando
significativamente., observandose una mayor TSH en los grupos con menor grado de
prematuridad.

En algunos cambios de grupo no se observan diferencias significativas debido a
qgue el tamafo de la muestra no es lo suficientemente grande para hallarlas, es decir, no
se tiene la suficiente potencia estadistica. Sin embargo si observamos los IC, aunque
incluyan el valor 0, se observa cémo el IC inferior estd mucho mas cercano al 0 que el
superior. Por ello, en estos casos cabria esperar encontrar diferencias significativas en
caso de aumentar el tamafo de la muestra.

5.6. Intervalo de referencia de TSH en prematuros

5.6.1 Total de prematuros
Se representan las caracteristicas descriptivas de las variables influyentes en la

concentracion de TSH del total de los RNP (n=6.161) empleados para el calculo de los

intervalos de referencia:
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Tabla 17. Distribucion de los recién nacidos pretérmino segun grupos de peso al nacer,

mes frio y dias adecuados o no a la extraccion.

Variable Frecuencia
. No 620 (9,7%)
Bajo peso al nacer _
Si 5760 (90,3%)
] No 3899 (66,3%)
Mes frio

Si 1980 (33,7%)

No 241 (3,7%)

Dias de vida adecuadas

Si 6265 (96,3%)

Se representa el intervalo de referencia para el total de RNP, acompafiados del
intervalo de confianza del 90% de los limites superior e inferior del intervalo.

Tabla 18. Intervalo de referencia de TSH en RNP
[\ IR (p2,5- p97,5) 1C90% |. Superior IC90% I. Inferior

6.161 0,01-3,72 0,01-0,01 3,67-3,78

5.6.2. Extremadamente prematuros:

Se representan las caracteristicas descriptivas de las variables influyentes en la

concentracion de TSH en los RNEP (n=159) empleados para el calculo de los intervalos
de referencia:

Tabla 19. Distribucién de los recién nacidos extremadamente prematuros segin grupos

de peso al nacer, mes frio y dias adecuados o no a la extraccion.

Variable Frecuencia
_ No 7 (4,5%)
Bajo peso al nacer _
Si 149 (95,5%)
No 109 (76,2%)
Mes frio
Si 34 (23,8%)
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No 5 (3,2%)
Si 153 (96,8%)

Dias de vida adecuadas

Se representa el intervalo de referencia para el total de RNEP, acompafnados del

intervalo de confianza del 90% de los limites superior e inferior del intervalo.

Tabla 20. Intervalo de referencia de TSH en RNEP
[\ IR (p2,5- p97,5) 1C90% I. Superior IC90% I. Inferior

159 0,01-3,81 0,01-0,01 3,19-4,00

No se realizan subclases para el céalculo de los intervalos de referencia, en los

RNEP, porque la n=159, no es lo suficientemente grande.

5.6.3 Muy prematuros:

Se representan las caracteristicas descriptivas de las variables influyentes en la
concentracion de TSH en los RNMP (n=609) empleados para el calculo de los

intervalos de referencia:

Tabla 21. Distribucion de los RNMP segun grupos de peso al nacer, mes frio y dias

adecuados o no a la extraccion.

Variable Frecuencia

. No 263 (44,4%)
Bajo peso al nacer _
Si 330 (55,6%)
) No 368 (69,2%)
Mes frio

Si 164 (30,8%)

No 13 (2,1%)

Dias de vida adecuadas

Si 596 (97,9%)

Se representa el intervalo de referencia para el total de RNMP, acompafados del

intervalo de confianza del 90% de los limites superior e inferior del intervalo.
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Tabla 22. Intervalo de referencia de TSH en RNMP
IR (p2,5- p97,5) IC 90 I.Superior IC 90 I. Inferior

609 0,01-3,84 0,01-0,01 3,67-4,16

Se realizan los intervalos de referencia por subclases de todos los RNMP con
muestras extraidas los dias de vida adecuados (n=596). No se realizan intervalos
subclases de los RNMP con dias de muestras extraidas los dias de vida no adecuados

por ser la n=13 muy pequefa.
Se representan los intervalos de referencia para las subclases de MP con
muestras extraidas los dias de vida adecuados (n=596), acompafiados del intervalo de

confianza del 90% de los limites superior e inferior del intervalo.

Tabla 23. Intervalos de referencia de TSH en RNMP segun las variables influyentes en

la TSH
Bajo peso (<1500 g) Sin bajo pescx(1500gq)
N IR IC90% 1 | IC90% S| N IR IC90% | | 1C90% S

Mes no frio | 195| 0,01-3,83 | 0,01-0,01| 3,38-4,54 164 0,01-3,92| 0,01-0,09| 3,48-4,29

Mes frio 88 | 0,01-3,83 | 0,01-0,01| 3,39-4,06 75| 0,03-3,18| 0,03-0,12| 2,86-3,32

5.6.4 Prematuros tardios:

Se representan las caracteristicas descriptivas de las variables influyentes en la
concentracion de TSH en los RNPT (n=5.752) empleados para el célculo de los

intervalos de referencia:

Tabla 24. Distribucion de los RNPT segun grupos de peso al nacer, mes frio y dias

adecuados o no a la extraccion.
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Variable Frecuencia

. No 5490 (97,5%)
Bajo peso al nacer

Si 141 (2,5%)

No 3422 (65,8%)
Mes frio

Si 1782 (34,2%)

. No 223 (3,9%)

Dias de vida adecuadas

Si 5520 (96,1%)

Se representa el intervalo de referencia para el total de RNPT, acompafnados del
intervalo de confianza del 90% de los limites superior e inferior del intervalo.

Tabla 25. Intervalo de referencia de TSH en RNEP
IR (p2,5- p97,5)  IC 90 I.Superior IC 90 I. Inferior

5529 0,02-3,56 0,00-0,04 3,51-3,61

Se representan los intervalos de referencia para las subclases de RNPT con

muestras extraidas los dias de vida adecuados (n=5520), acompafados del intervalo de

confianza del 90% de los limites superior e inferior del intervalo.

Tabla 26. Intervalos de referencia de TSH en RNPT segun las variables influyentes en

la TSH
Bajo peso (<1500 g) Sin bajo peso (<1500q)
N IR IC90S | IC90l N IR IC90S | IC90l
Mes calido 45 | 0,39- | 0,25- | 3,14- | 3137 | 0,01- | 0,01- | 3,51-
3,62 0,63 4,08 3,59 0.05 3,67
Mes frio 8 | 0,13- | 0,05- | 3,10- | 1626 | 0,02- | 0,00- | 3,57-
3,61 0,31 3,81 3,68 0,07 3,77
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6. DISCUSION

6.1 Analisis de las caracteristicas de la poblacion

Aunque no era un objetivo del estudio de esta tesis, la tasa de nacimientos
prematuros en la provincia de Alicante en el periodo 1 de enero de 2008 al 31 de
diciembre de 2012, ha sido de 7,29% (6.532 RNP), muy similar a la tasa de nacimientos
prematuros en Esparia en 2010 de 7,45% dada por la OMS (Blencowe, 2012), situando
nuestra provincia y nuestro pais en una de las regiones en las que se producen pocos
partos prematuros (posicion n® 40 para Espafa), reflejando asi la adecuada asistencia

sanitaria general dada durante el embarazo.

A pesar de que los RNP en porcentaje no sea un grupo poblacional grande, si
atendemos a numeros absolutos se observa que 6.532 es una cifra considerable, que
junto a las caracteristicas propias de la funcion tiroidea de este grupo poblacional,
justifican la realizacidbn de unos intervalos de referencia propios, que mejoren la

valoracion de la funcién tiroidea y la asistencia sanitaria.

Un paso critico en la realizacion de los intervalos de referencia es la seleccion
de los individuos que formaran parte de esa poblacion de referencia, debiendo

establecerse, como asi ha sido, unos criterios de seleccién adecuados.

También es muy importante el analisis descriptivo de la poblacion de referencia,
ya que explicaran en parte los IR obtenidos, permitiendo la comparacion con los IR de
otras poblaciones e incluso, y si la poblacion y métodos de diagndstico son similares,
permitira adaptarlos a otras poblaciones tras una validacion de los mismos (CLSI,
2008).

En los RNP la media de valores de la edad gestacional es de 34,50 semanas,
debido a que, como era de esperar, se ha producido un mayor nimero de nacimientos en

grado de prematuridad menores (88% RNPT) que en mayores (2,4% RNEP).

El porcentaje de los nacimientos de RNP en funcion de su grado de
prematuridad (88,2% RNPT, 9,3% RNMP y 2,4% RNEP) es muy similar a la

distribucion observada en el resto de los paises del mundo (Howson CP, 2012) con una
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ligera disminucién de los recién nacidos mas prematuros debido a una mejor asistencia

sanitaria durante el embarazo, en comparacion con los paises subdesarrollados.

Debido a la misma causa los RNP de bajo peso al nacer estdn en porcentajes
similares a los de los paises desarrollados con una adecuada asistencia sanitaria durante

el embarazo.

La media de la edad de la madre observada es 31,62 afios similar a la observada
en el resto de provincias espafiolas en el periodo 2008-2012 (Instituto Nacional de
Estadistica, 2012).

Respecto a la distribucion de la muestra por sexo, la muestra es homogénea,
siendo comun el pequefio incremento en porcentaje de nifios frente al de nifias como ya

ha sido observado en los dltimos afios en otros estudios (Manero, 2012; Rizo, 2013).

El porcentaje de gemelos, aunque l6gicamente menor que los de no gemelos, es
llamativo al ser del 23,1% de los RNP. Esto es debido a que mas del 60% de los
embarazos multiples (Giuffré M, 2012) dan lugar a nacimientos prematuros. Otro hecho
que favorece ese porcentaje es que el porcentaje es referido a recién nacido gemelo o
no, en lugar de a parto gemelar o no, por lo que cuando se da un nacimiento gemelar se

cuentan dos recién nacidos.

Respecto la distribucion de la muestra por meses de nacimiento la muestra es
homogénea, siendo el nimero de nacimientos prematuros practicamente constante

durante todo el afo.

Con respecto a la adecuacion de la muestra en funcion de los dias de vida en la
extraccion, el 90,4% siguid la recomendacion del Programa de Cribado Neonatal de
Enfermedades Congénitas de la Comunitat Valenciana de enviar la muestra entre el 2°-

7° dia de vida.

La distribucién de TSH de los recién nacidos analizados (tanto en RNP, como en
RNT) se caracteriza por una asimetria positiva, es decir, existe una cola en la

distribucion de TSH hacia concentraciones mas altas.

Esta distribucion es caracteristica de la TSH observandose dicha asimetria
positiva en numerosos grupos poblacionales: recién nacidos (Evans C, 2011), nifios
(Aldrimer M, 2014), embarazadas (Fan J, 2013) y poblacion general (Burkhardt K,
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2014). Ello hace que en el andlisis estadistico deban emplearse test no paramétricos, ya
gue a pesar de tener un tamafio de muestra grande, la gran asimetria de la distribucién

de TSH provoca sesgos en las comparaciones si se utilizan los test paramétricos.

6.2. Comparacion de TSH entre prematuros y nacidos a término

6.2.1 Prevalenciade hipotiroidismo congénito en prematuros y nacidos
término.

La prevalencia de HC durante el periodo 1 de enero de 2008 al 31 de diciembre
de 2012 es mayor en RNP (1 enfermo de cada 1.088 nacimientos prematuros) que en
RNT (1 enfermo de cada 2.130 nacimientos a término) y que la incidencia global (1 de
cada 1.991 recién nacidos).

Estos resultados tienen la limitacion de que en 4.028 recién nacidos no se
presentaba registrada la edad gestacional. Para el célculo se supuso que estos 4.028
recién nacidos, se trataban de RNT debido a que en los RNP la atencion sanitaria es mas
exhaustiva, hay mayor atencion al rellenar los datos y se repite el cribado de HC
pasadas unas semanas desde el nacimiento. Aunque fundamentada, y probablemente
cierta, no deja de ser una suposicién, por lo que la incidencia de HC en RNP vy la

incidencia en RNT calculadas deben ser entendidas con esta limitacion.

Si en lugar de ello supusiéramos que el error en la falta de registro de esos 4.028
recién nacidos es aleatorio entre los dos grupos, se puede afirmar que la incidencia de

HC es mayor en los RNP que en los RNT.

Por tanto no se puede precisar con exactitud la incidencia en cada grupo, aunque
si en la global, ademas de poder aseverar que la incidencia es mayor en los RNP que en
los RNT.

La prevalencia global (incidencia media acumulada en el periodo) de HC de

nuestro estudio es de 1:1.991, observada en la poblacién de Alicante, durante el periodo
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de 1 de enero de 2008 al 31 de diciembre de 2012. Esta incidencia es ligeramente mayor
a la observada en Espafia durante 2012 que resulté de 1:2334 (AECNE, 2012).

En Europa y el resto del mundo la incidencia es muy variable, comprendiéndose
entre 1:1000-1:4000 de los recién nacidos vivos (IAEA, 2005). En poblaciones europeas
similares a la nuestra se observa una incidencia similar de 1:2200-1:3000 (Loeber JG,
2007).

La prevalencia de HC ha aumentado desde el 2007 debido a que se ha mejorado
el diagndstico con respecto a los afios anteriores, debido a la implementacion de puntos
de corte de reevaluacibn mas adecuados y volviendo a cribar a los RNP entre otras
medidas (Mengreli C, 2010; Deladoéy J, 2011; Olivieri A, 2013; Léger J, 2014).

En cuanto a la prevalencia de HC en RNP numerosos estudios indican una
mayor incidencia en este grupo poblacion con respecto a los RNP (Rastogi MV, 2010;
Vigone MC, 2014), al igual que lo que observamos en nuestro estudio. Sin embargo

pocos estudios dan valores de incidencia de HC en este grupo poblacional.

6.2.2. Comparacion de concentracion de TSH entre prematuros y nacidos a
término

La concentracién de TSH en los RNP difiere significativamente de la de los
RNT, siendo las concentraciones de TSH en los RNP menores que en los RNT.

Estas diferencias estan en consonancia con las observadas en otros estudios
(Murphy N, 2004; Delbert A, 2008) donde se observan diferencias en las

concentraciones de TSH similares.

Las causas de estas menores concentraciones de TSH en los RNP son variadas e
incluyen: inmadurez del eje HHT, inmadurez de la glandula del tiroides, aumento de la
utilizacion de la T4 por los tejidos, disminucion de la produccion hepética de TBG,
problemas de nutricién (Petriczko E, 2013), respuesta termogénica menos eficiente, una
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menor reserva tiroidea y un metabolismo tiroideo fetal persistente (Delbert A, 2008)

entre otras causas.

Por esta diferencia de concentraciones de TSH, si se toma como referencia el
mismo limite de decision de TSH para RNT que para RNP en el cribado de HC, el
namero de resultados falsos negativos en RNP es desproporcionadamente alto (Kaye

Cl, 2006), pudiéndose dejar de diagnosticar RNP con HC al escapar del cribado.

Ademas hay que tener en cuenta que, como hemos observado anteriormente, los
RNP tienen una mayor incidencia de de HC que los RNT (Rastogi MV, 2010; Vigone
MC, 2014), lo que hace que se deba tener especial atencion en el cribado de HC de este

grupo poblacional.

La estrategia actual tomada por el programa de cribado de metabolopatias de la
Generalitat Valenciana consiste en la repeticion del cribado en los RNP, en
consonancia con lo establecido en la mayoria de programas de cribado neonatal
(Mandel, 2000; Larson, 2003; Gruneiro-Papendieck, 2005; Woo HC, 2011;

Korzeniewski SJ, 2013), tomando como limites de decision los mismos que en los RNT.

Sin embargo y aunque esta estrategia se considera hoy en dia correcta, para una
mejor interpretacion del cribado de HC en RNP y correcto abordaje clinico, se deben
adecuar los limites de decision de TSH en RNP (Korada M, 2008), denotando la
necesidad de establecer intervalos de referencia propios para los RNP de forma general
(Cummings JJ, 2012) o para los subgrupos de RNP segun grado de prematuridad y /o
segun las variables influyentes en la prueba de cribado de forma mas especifica (Lott
JA, 2004).

6.2.3 TSH segun dias de vida en prematuros y nacidos a término
De acorde a lo descrito en la bibliografia, la evolucion de la TSH en los RNT

segun dias de vida se caracteriza por unas concentraciones de TSH mas altas en el

periodo de 0-% dia, con un pico de concentracion en el primer dia de vida (Delong GR,
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1989; Fisher DA, 2000) para posteriormente ir disminuyendo progresivamente hasta el
6°-7° dia de vida.

Se sugiere que la causa de este pico maximo caracteristico en el primer dia
pueda ser debido al cambio de medio mas frio y/o al corte del cordén umbilical
(Thorpe-Beeston JG, 1991; DeZegher F, 1994; Fisher DA, 2000) ante el cual el

organismo del recién nacido responde mediante una estimulacion de la sintesis de TSH.

En el caso de los RNP la evolucion es similar, siguiendo una evolucion casi
paralela pero con concentraciones inferiores a los RNT. El pico maximo de
concentracion de los RNP también se da en el primer dia pero la respuesta se da en
menor medida que en los RNT, debido a que la inmadurez del RNP no permite una

respuesta frente a los estimulos en la misma medida que en el RNT.

Dado que el grado de inmadurez es diferente en los RNP segun su grado de
prematuridad, sera interesante analizar posteriormente si los grupos de RNP con mayor
inmadurez (mayor grado de prematuridad) son capaces de responder con un pico de
TSH en el periodo 0<1dia al estimulo del cambio a un medio mas frio y/o al corte del

cordon umbilical al nacer.

Por producirse esta respuesta de TSH en RNT y RNP en el periGddi@-de
vida, la recomendacion para la extraccion de la muestra con objeto del cribado de HC
debe hacerse posterior a ese periodo. El programa de cribado de metabolopatias de la
Generalitat Valenciana y la CLSI (CLSI, 2009) recomiendan que la extraccion debe

hacerse en las 48-72 horas posteriores al nacimiento del nifio.

En caso de recogerse una muestra antes de las 48 horas, los puntos de corte
establecidos para el cribado de HC no son eficientes, no haciéndose un buen uso de los

recursos sanitarios al tener que repetirse el cribado, con el consiguiente gasto sanitario.
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6.3 Influencia de determinadas variables en la en la concentracion de
TSH en RNP

6.3.1 Influencia de la edad gestacional en la concentracion de TSH en RNP

Categorizando la edad gestacional, segun la clasificacion propuesta por la OMS
de grado de prematuridad, se observa que existen diferencias significativas entre grupos
siendo la concentracion de TSH menor en los RNEP (mediab@daU/ml), que en
los RNMP (,33 pU/ml) y que en los RNPT (1,47 pU/ml), siguiendo ademas estas
concentraciones una tendencia negativa significativa, es decir, al disminuir el grado de

prematuridad aumenta la concentracion de TSH.

Estas mismas diferencias estan en consonancia con los hallados en otros estudios
(Van Wassenaer AG, 1997; Cummings JJ, 2012) donde se observan diferencias

similares.

Sin embargo pocos estudios estiman la magnitud de la diferencia entre estos
grupos poblacionales, que ademas de permitir conocer entre qué grupos existen mayores
diferencias, permite también observar la tendencia negativa ya descrita anteriormente,

entre edad gestacional y concentracion de TSH.

Asi se observan que, como era de esperar, que las mayores diferencias se
encuentran entre los grupos mas diferentes segun su grado de prematuridad,
observandose como a medida que aumenta la diferencia de prematuridad entre grupos

también aumenta la diferencia de las medianas de TSH.

Las causas de estas diferencias son las mismas que las ya descritas en la
comparacion entre RNT y RNP y estan en consonancia con la mayor inmadurez en los
grupos poblacionales con un mayor grado de prematuridad: RNEP > RNMP > RNPT >
RNT.

De ahi que las menores concentraciones de TSH sean las del grupo RNEP,
seguidas de RNM, RNPT y RNT, aumentando la TSH gradualmente conforme

disminuye el grado de prematuridad.

Entre los factores relacionados a estas diferencias se deben considerar la

inmadurez del eje HHT, inmadurez de la glandula del tiroides, aumento de la utilizacion
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de la T4 por los tejidos, disminucion de la produccion hepatica de TBG y problemas de
nutricion entre otras causas (Petriczko E, 2013). A mayor grado de inmadurez se

observardn menores concentraciones de TSH.

Gréficamente se observa como a mayor grado de prematuridad hay menor
asimetria en la distribucion de TSH tal y como pasaba en la comparacion entre las
distribuciones de TSH en los RNP y los RNT. Se observa también que a menor grado de

prematuridad la distribucién de TSH se asemeja mas a la de los RNT.

Mediante el analisis multivariable se observa que la influencia de la edad
gestacional sobre la concentracion de TSH es de 0,06 pU/ml (0,04-0,09 pU/ml), es
decir, cada semana gestacional que se cumple hasta la semana gestacional 37, aumenta
la concentracion de TSH en un multiplo de 0,06 pU/ml tras controlar por las variables

bajo peso al nacer (< 15009), dias de vida en la extraccion y mes frio.

6.3.2 Influencia del peso al nacer en la concentracion de TSH en RNP

Se analizé la influencia del peso al nacer, categorizandolo de dos formas: segun
la clasificacion del peso al nacer en funcion de la inmadurez del sistema HHT y segun la
clasificacion propuesta por la OMS. Para el objetivo de nuestro estudio tiene mas
sentido la primera, ya que atiende a una clasificacion en funcion de la regulacion del eje
HHT, mientras que la dada por la OMS es mas general, y atiende a la asistencia

sanitaria general del recién nacido.

Al estudiar individualmente la influencia del peso al nacer segun la clasificacion
en funcion de la inmadurez del sistema HHT, se observa que las concentraciones de
TSH entre grupos tienen una diferencia estadisticamente significativa. En concreto, los
RNP de bajo peso al nacer (< 1500 g) poseen una TSH menor que los que no tienen

bajo peso al nacer.

Al estudiar individualmente la influencia del peso al nacer segun la clasificacién
de la OMS se observan resultados similares, obteniéndose concentraciones de TSH mas

baja para los grupos con menor peso.
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El test de tendencia es significativo, observandose una tendencia positiva, es
decir, al aumentar el peso aumenta también la concentracion de TSH. Ello se ve
reflejado en una diferencia significativa de TSH en todas las comparaciones entre

grupos excepto en la comparacion entre bajo peso y normopeso.

De las dos formas de categorizar el peso se puede observar graficamente la
adecuacion de la eleccion de la clasificacion del peso al nacer en funcién de la
inmadurez del sistema HHT, para comparar la concentracion de TSH en detrimento de
la clasificacion de la OMS.

Segun la clasificacion de peso al nacer de la OMS se observa como la
distribucion de TSH de los grupos muy bajo y extremadamente bajo (Figura 26) son
muy similares entre si, siendo las distribuciones al mismo tiempo practicamente
idénticas a la del grupo bajo peso al nacer (<1500 g) de la clasificacion del peso en

funcion de de la inmadurez del sistema HHT (Figura 28).

Lo mismo ocurre con los grupos normal y bajo de la OMS, que son muy
similares entre si ((Figura 26) y practicamente idénticas a la distribucion de los que no
tienen bajo peso al nacer segun la clasificacion del peso en funcion de de la inmadurez
del sistema HHT (Figura 28).

En la literatura hay discrepancia de resultados entre la concentracion de TSH y
el bajo peso al nacer, debido en gran parte a la falta de estandarizacion del considerado
bajo peso al nacer, publicAndose algunos articulos en los que la concentracion de TSH
es menor en los de bajo peso al nacer (Nieto-Diaz A, 1996) y otros en los que la

concentracion de TSH es mayor en los de bajo peso al nacer (Setia S, 2007).

Entre los factores que se han relacionado con estas discrepancias se incluyen
(Franco B, 2013): tamafio reducido de la muestra, distintas formas de clasificacion del
peso (por percentiles, clasificacion de la OMS, en funcion de la inmadurez del sistema
HHT), distintos tipos de muestra (suero, sangre, corddn), distintos momentos de estudio
(al nacer, en el primer mes de vida, en la infancia), mezcla de RNP y RNT en el analisis
estadistico, no exclusion de enfermos de HC que hace que los de bajo peso presenten
mayor concentracion de TSH al ser la incidencia de HC mayor en este grupo (Dalili S,
2012), ausencia de andlisis estadistico mediante regresiébn mdultiple que quita la

influencia de las otras variable, etc.
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Atendiendo ya entonces a la clasificacion del peso en funcion de la inmadurez
del sistema HHT, que es la mas comunmente aceptada para el estudio de su influencia
con la TSH en recién nacidos, se observan resultados similares a la literatura (Bijarnia
S, 2011), en los que los de bajo peso presentan concentraciones de TSH mas bajas por

la mayor inmadurez de su sistema.

El analisis multivariable de la variable bajo peso al nacer (< 1500 g) en el
estudio sobre su influencia con la TSH, es especialmente importante, ya que un bajo
peso al nacer esta relacionado con un mayor grado de prematuridad. Asi el andlisis
multivariable nos permitira conocer si estas diferencias observadas en el andlisis
individual entre bajo peso (< 1500 g) y TSH se deben sdlo al bajo peso, sélo al mayor

grado de prematuridad en este grupo, o a debido a ambas variables.

Al controlar el bajo peso al nacer (< 1500 g) por las variables edad gestacional
(semanas), dias de vida y mes frio mediante analisis multivariable, se observé que los
de bajo peso al nacer (< 1500 g) presentaban concentraciones de TSH de 0,28 pU/ml

menores gue los que no tienen bajo peso al nacer.

6.3.3 Influencia de los dias de vida en la concentracion de TSH en RNP

Analizando la influencia de la adecuacion de la muestra sobre la concentracion
de TSH se observan diferencias significativas entre una muestra teypraamauestra
gue no es temprana. Dichas diferencias se confirmar mediante regresion lineal mdaltiple,
siendo la diferencia de concentracion de TSH de las muestras tempranas de 1,03 pU/ml

superiores a los que no lo son.

Este hecho es de gran importancia, ya que a pesar de que las muestras tempranas
s6lo representan el 3,7% del total de las muestras, podrian ocasionar un inadecuado
cribado de HC del recién nacido, clasificandolo inadecuadamente como “dudoso de
padecer HC” (Slaughter JL, 2010) con la consecuente repeticion de pruebas, mayor

estrés para los padres, menor eficiencia del uso del sistema sanitario, etc.

No se observan diferencias significativas entre el grupo adecuado y tarde. La
razén de esta distincion en su clasificacion, no atiende a su influencia en la variacion de

la concentracion de TSH, sino al hecho de que realizar el cribado antes del 7° dia de
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nacer, permite que los diagnosticados de HC se puedan tratar cuanto antes, mejorando el

prondstico y disminuyendo los dafios neuroldgicos.

Desde el programa de cribado de metabolopatias de la Generalitat Valenciana se
debe volver a insistir en este punto con una mayor comunicaciéon con los padres y/o
tutores legales del recién nacido y con una mayor formacion en este punto de las
personas extractoras, con el objetivo de que la extraccion se realice entre el 2° y 7° dia

después de nacer en todos los nifios.

Analizando las medianas de la concentracion de TSH en los distintos grupos de
prematuros se observa que los RNPT (Figura 32) siguen una distribuciéon similar a la de
los RNT de la Figura 23, pero a concentraciones mas bajas, al igual que los RNMP cuyo
pico de concentracion maxima en el primer dia no es tan pronunciado. En el caso de los
RNEP no se produce el pico de concentracibn maxima a pesar de que las
concentraciones de TSH en el periodo 0-1 son mas altas que en el resto de su
distribucion.

Estos hallazgos son similares a los descritos en la bibliografia (Klein RZ, 1997,
Murphy N, 2004) y son debidos al grado de inmadurez del eje HHT en su respuesta
frente a los estimulos. De esta forma los RNPT, con un eje HHT casi maduro, pueden
responder de forma similar a los RNT frente a los estimulos del cambio a un medio mas
frio (extrauterino) y al corte del cordon umbilical durante el period§" OHa. Los
RNMP responden de forma similar pero en menor medida, debido a la mayor
inmadurez de su eje HHT, mientras que los RNEP al ser tan inmaduro no responden
(Biswas S, 2002; Ares S, 2008).

Se han hallado distribuciones de TSH segun dias de vida similares en otros
estudios (Van Wassenaer AG, 2004).

Analizando la evolucion segun los dias de vida de las medianas de concentracion
de TSH en funcién del bajo peso (<1500 g) se observa que los que tienen peso al nacer
>1500 g, y por tanto maduro el sistema HHT, presentan un patron similar al
anteriormente observado en los RNT de la Figura 23, aunque a menores
concentraciones, con un pico de concentracion caracteristico en el primer dia de vida.
Sin embargo, los de bajo peso al nacer <1500 g no presentan el pico caracteristico en el

primer dia de vida.
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Ningun estudio hasta la fecha se ha planteado si la ausencia del pico
caracteristico de concentracion de TSH del primer dia en RNP debido a la inmadurez de
su sistema, se debe a la edad gestacional, al bajo peso al nacer o a la influencia de
ambas variables. El andlisis multivariante que incluyé ambas variables, pone de
manifiesto que ambas influyen en la aparicién del pico maximo de concentracion de
TSH.

En RNEP (Figura 33) no se produce el pico maximo de concentraciéon de TSH
caracteristico de los primeros dias de vida, debido a la inmadurez de su sistema e
incapacidad para responder frente los estimulos del cambio a un medio mas frio

(extrauterino) y al corte del cordén umbilical.

En los RNMP (Figura 34) se produce el pico maximo de concentracion de TSH
caracteristico del primer dia de vida sdlo en los que no tienen bajo peso. Esto es debido
a que poseen la suficiente madurez para responder a los estimulos, hecho que no ocurre

en los RNMP con bajo peso al nacer.

En los RNPT (Figura 35) se produce el pico maximo de concentracién de TSH
caracteristico en los dos grupos, ya que ambos grupos tienen la suficiente madurez para
responder a los estimulos, aunque en los RNPT de bajo peso el pico maximo se produce
al segundo dia. Sin embargo, este hecho es debido a que no se obtuvo ningdn dato de
RNPT de bajo peso con una muestra extraida con un dia de vida, pero si con dos dias de
vida. Es de esperar que en el caso de haberse recogido, el pico maximo de TSH fuera en

el primer dia.

6.3.4 Influencia del sexo en la concentracion de TSH en RNP

A pesar de que la incidencia observada de HC en otros estudios, es mas
frecuente en mujeres que en hombres (Medda E, 2005; Hinton CF, 2010; Dalili S, 2012)
las medias y medianas de las concentraciones de TSH en los sexos masculino y
femenino en RNP son similares, no siendo significativa su diferencia como ocurren en
otros estudios (Eugene D, 2005; Unlvar T, 2013), si bien es cierto que la diferencias
encontradas en otros estudios se refieren a RNT en general y no a RNP.
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El hecho de no encontrar diferencias entre sexos puede ser debido entre otras
causas (falta de analisis multivariable, baja muestra, etc) a que las diferencias en la TSH
entre sexos no se observan hasta que el nifio comienza a desarrollarse, observandose las
primeras diferencias en la edad pediatrica (Zurakowski D, 1999) y acrecentandose en la
adolescencia y edad adulta (Charler EA, 2012).

6.3.5 Influencia de ser gemelo en la concentracion de TSH en RNP

No se observa influencia estadisticamente significativa mediante regresion lineal
multiple, en la concentracion de TSH en los RNP entre el hecho de ser gemelo o no

serlo.

El hecho de que el analisis individual de dicha variable sobre la concentracion de
TSH resulte significativo, es debido a la presencia de un factor de confusion. El factor
de confusién es otra variable del estudio que si influye sobre la concentracion de la TSH
y estd en mayor medida en un grupo que en otro, haciendo resultar una diferencia
significativa entre TSH y ser gemelo, cuando ésta no existe, como se observa mediante

el andlisis de regresion multiple.

En este caso, la variable confundidora en el andlisis entre la concentracion de
TSH y ser gemelo es el bajo peso al nacer (< 1500 g), es decir, en el grupo de gemelos
hay recién nacidos con bajo peso al nacer (< 1500 g) en mayor proporcion que en el
grupo de no gemelos. Este hecho y no el de ser gemelos, es el que hace que la relaciéon

individual entre TSH y ser gemelo resulte significativa.

La mayor frecuencia de bajo peso al nacer (< 1500 g) en gemelos tiene su
explicacion. Entre otras causas del embarazo gemelar, se encuentra la edad de la madre.
Madres de edades mayores de 35 afios tienen mas probabilidad de una concepcién
multiple (Lee YM, 2012; Rezavand N, 2014), debido a causas hormonales, ya que hay
un incremento de la estimulacion folicular ovarica que provoca que los foliculos
produzcan multiples 6vulos, y a un mayor uso de este grupo poblacional de técnicas de
reproduccién asistidas e in vitro, que a su vez, también originan una mayor probabilidad

de embarazo multiple (Han JL, 2010).
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Una mayor edad materna esta relacionada a su vez, con mayor riesgo de RNP
(Prunet C, 2014) y de bajo peso al nacer (Shinwell ES, 2002; DelLuca LM, 2013). Por
ello, al analizar la relacion en recién nacidos entre ser gemelo y TSH hay que tener en
cuenta las posibles variables confundidoras e incluirlas en el andlisis: bajo peso al nacer
(< 1500 g), RNP y edad de la madre. De ellas sélo resulto variable confundidora el bajo

peso al nacer (< 1500 g).

Se ha observado que en RNP sin HC (sanos) la concentracién de TSH no esta
influida por el hecho de ser o no ser gemelo. Sin embargo, en la incidencia de esta
enfermedad (enfermos) no ocurre lo mismo, ya que la incidencia de HC es mayor en
gemelos (Medda E, 2005; Olivieri A, 2007) que en no gemelos, debido a que la
probabilidad de poseer una alteracion genética que desencadene la enfermedad es mas
probable entre hermanos gemelos que en no gemelos (Akin MA, 2011).

6.3.6 Influencia de la edad de la madre en la concentracion de TSH en RNP

No se observa influencia estadisticamente significativa entre la edad de la madre
y la concentracion de TSH en los RNP, como tampoco se observan en otros estudios
(Medda E, 2005).

La dispersién grafica de los valores de los extremos (edad de la madre < 15 afios
y edad de la madre > de 46 afos) se debe a que existen pocos sujetos en esas edades (n
de 8 y 16 respectivamente) con respecto a las edades de los valores centrales. El pico de
concentracion de las menores de 15 afos se debe al caso de un Unico RNP con una
madre de 14 afos, por lo que el resultado no es generalizable para todo este grupo de
edad.

Existen pocos estudios que encuentren que la edad de la madre influya en la
concentracion de TSH del recién nacido (Harris KB, 2007). Estos estudios tienen la
limitacion de no tener en cuenta las variables confundidoras ni de los recién nacidos
como grado de prematuridad o peso al nacer entre otros, ni de la madre como

enfermedad tiroidea o presencia de anticuerpos antitiroideos (Stagnaro-Green A, 2011).
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6.3.7 Influencia del mes frio en la concentracion de TSH en RNP

Se observan diferencias significativas en la concentracion de TSH de los RNP
segun si el mes de la extraccion es un mes frio o no, analizando mediante regresion
lineal multiple. La concentracion de TSH es de 0,10 pU/ml més alta en los meses frios

gue en los meses sin frio.

Las hormonas tiroideas junto con el sistema nervioso simpatico estan implicadas
en gran medida en la regulacion de la homeotermia. Ante situaciones de frio la
termogénesis se activa por el sistema nervioso simpatico y se modula por las hormonas
tiroideas. La MDI-Il desempefia un papel critico, al modular la conversion de T3, que
activa los mecanismos de termogénesis (Silva JE, 2006). Ante exposiciones al frio en un
primer momento aumenta la concentracion TSH para una mayor sintesis de T3 y
posteriormente, cuando las concentraciones de T3 son altas, disminuye la TSH

(Silvestry E, 2005), especialmente en exposiciones largas al frio (Palinkas LA, 2009).

En los RNP la exposicion al frio se ve agravada por una mayor pérdida de calor
debido a factores asociados a la prematuridad: alta relacion superficie/volumen, menor
aislamiento cutdneo especialmente en los < 1500 g, control vasomotor inmaduro y
postura corporal que le impide cambiar su posicion en flexion de las cuatro

extremidades.

Esta exposicion al frio hace que se sintetice TSH para estimular la sintesis de T3,
aungue la respuesta sea en menor medida de lo que cabria esperar, debido a la

inmadurez del sistema HHT y a la capacidad termogénica inmadura del RNP.

Las diferencias de concentracion de TSH encontradas son pequefias, de 0,10
nU/ml, pero significativas. Algunos hechos contribuyen a que las diferencias no sean
mayores como: la inmadurez del sistema HHT de los RNP que impiden una respuesta
en mayor medida, las temperaturas céalidas de Alicante incluso en los meses de frio y el
hecho de que los RNP permanecen en incubadoras que atentan el frio hasta que

completan su desarrollo.

No hay estudios en este sentido en RNP, pero si en recién nacidos, en los que se

observa una mayor incidencia de HC durante los meses de frio, especialmente en
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regiones donde los meses frios tienen temperaturas extremas (Hall SK, 1999; Nakamizo
M, 2005; Hashemipour M, 2007; Gu YH, 2007).

6.4 Evaluacion de la maduracion del eje tiroideo: evolucion de TSH
intrasujeto

Debido a las bajas concentraciones de TSH de los RNP en comparacién con las
de los RNT, el limite de concentracion de TSH para los RNT de los programas de
cribado de HC no es eficaz para los RNP y/o los recién nacidos de bajo peso < 1500 g
(Tylek-Lemanska D, 2005).

Por ello la decisiéon tomada por muchos programas de cribado de HC, entre los
gue se incluye el programa de cribado de metabolopatias de la Generalitat Valenciana ,
es la de repetir el cribado de RNP transcurridas unas semanas (Mandel, 2000; Larson,
2003; Gruneiro-Papendieck, 2005; Woo HC, 2011; Korzeniewski2813), aunque
algunos autores defiendan la estrategia de adecuar los limites de decision en RNP
(Korada M, 2008).

Sin embargo es necesario establecer un consenso y adecuar un protocolo mas
especifico para este grupo poblacional que resuelva las dudas de: cuando repetir el
cribado, si se debe repetir mas de una vez y qué limites de decision se deben emplear
(Silva SA, 2010).

Aprovechando la recomendacion tomada por el programa de cribado de
metabolopatias de la Generalitat Valenciana de repetir el cribado de HC en RNP, se
analizé la influencia en la concentracion de la TSH de la maduracion del RNP,
considerando la maduracién en el momento en el que cambia de un grupo a otro de la

clasificacion de edad gestacional segun grado de prematuridad de la OMS.

Asi se observa cdmo a pesar de la recomendacion del programa de cribado, en el
periodo de enero de 2008 al 31 de diciembre de 2012 sélo se recibid muestra para

repetir el cribado en 615 RNP de 6520 iniciales que se cribaron.

Esto supone que se volvié a cribar a sélo a 9,43% de la muestra inicial. Las

razones son variadas: desconocimiento o falta de informacion de los padres o tutores
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legales de la necesidad de volver a repetir la prueba, recién nacidos que se encuentran
ya en el hogar y fuera del ambito sanitario, falta de informacién de las personas
encargadas de comunicarselo a los padres o tutores legales, no conformidad de los

padres o tutores legales a que se repita el cribado del nifio, etc.

Desde el programa de cribado de metabolopatias de la Generalitat Valenciana se
debe insistir en la formacién del personal que dé esa informacion a los padres o tutores
legales del RNP y a darle la importancia que requiere al hecho de que si no se vuelve a
cribar de HC a los RNP algunos enfermos podrian escapar del cribado sin ser

diagnosticados.

Cuatro de los 615 RNP que se volvieron a cribar fueron diagnosticados de HC,
siendo uno RNMP y tres RNPT. Se observa también como dos de ellos en el primer
tuvieron concentraciones de TSH < 7,5 pU/ml, que es el limite fijado como dudoso
(Figura 18), no observandose concentraciengs pU/ml hasta dos semanas después
de volver a repetirse el cribado. También se observa en tres de ellos como no llegan a

superar en ninguno de los tres cribados realizados concentraciones de TSH > 10 pU/ml.

Estos hechos denotan la necesidad de adecuar los limites de decision en el
cribado de HC en RNP (Korada M, 2008), ademas de volver a cribar a este grupo

poblacional.

De los 615 RNP que se volvieron a cribar, sélo se analizo la influencia en la
TSH de los que cambiaron de grado de prematuridad, que fueron 487. La ventaja de este
andlisis intrasujeto, es que elimina la influencia de otras variables no recogidas en el
estudio que podrian influir en la concentracion de TSH, como variables genéticas entre

otras.

Al realizar la subdivision segun el tipo de cambio segun grado de prematuridad
corregida, algunos grupos se quedan con una n muy baja (ejemplo de n de 8 en el
cambio de RNEP a RNT) que hace que las diferencias encontradas no sean
estadisticamente significativas como cabria esperar. Si se aumentara el tamafio de la
muestra es de esperar que se hallasen diferencias significativas ya que el IC aunque

incluye al cero posee un limite inferior muy cercano a éste.

A pesar de ello, en lineas generales se puede observar con el analisis intrasujeto

lo mismo que lo observado en el andlisis multivariable y en el analisis individual de la
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edad gestacional con la TSH: la concentracion de TSH es menor en los grupos

gestacionales de mayor grado de prematuridad y que estas diferencias siguen una
tendencia negativa, es decir, las concentraciones de TSH de RNEP < TSH de RNMP <
TSH de RNPT < TSH de RNT.

Ademas conforme va creciendo y desarrollandose el RNP (pasando de grupo

segun grado de prematuridad corregido) aumentan también su concentracion de TSH.

6.5 Valores de referencia

A pesar del debate acerca de la necesidad de establecer IR para los RNP de
forma general (Cummings JJ, 2012) o para los subgrupos de RNP segun grado de
prematuridad de forma mas especifica (Lott JA, 2004), pocos estudios hay publicados
con la realizacion de los mismos (Adams LM, 1995; Clarck SJ, 2001; Zhu L, 2013).

Teniendo todos ellos limitaciones similares: muestras con poco sujetos (n de 100
al60), no representativas de la poblacion asistida a la que se pretenden generalizar, sin
medicion de variables confundidoras (como bajo peso al nacer o mes frio entre otras), ni

realizacion por subtipos de RNP segun grado de prematuridad.

En algunos de ellos, esas limitaciones tienen como consecuencias unos IR muy
amplios, tanto que algunos intervalos superiores de TSH superan incluso el limite de
decision de TSH de 7,5 pU/ml de los RNT. Por ello no son utiles para el empleo en la

practica clinica en ningun programa de cribado de HC.

En este sentido nuestro estudio tiene grandes fortalezas ya que es el Gnico con un
tamafo de muestra amplio (n=6.161), representativo de la poblacion general ya que se
tomaron la muestra de todos los RNP cribado sin muestreo de ningun tipo, realizados
por subtipo de RNP segun grado de prematuridad y dentro de ellos segun las variables

influyentes.

No se realizaron IR atendiendo a los dias de vida, ya que las muestras enviadas
tempranas, no son recomendables para el cribado de HC y por ello no tiene sentido

incluirlas en el analisis para el calculo de los IR.
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Los IR realizados tienen el inconveniente de que la n resulta pequefia en algunos
subgrupos (n de 45) y que la comparacién entre los IR de n<120 sujetos y n>120 sujetos
no puede hacerse ya que al estar realizados por diferentes métodos no son comparables.
De acorde a las directrices de la CLSI de realizacion de IR (CLSI, 2008), los sujetos de
n < 120 sujetos fueron realizados con el método robusto (Horn P, 1998) y los de n>120

con el método no paramétrico.

Otra de las limitaciones es que las variables recogidas influyentes en la
concentraciéon de TSH (adecuacién de la muestra, bajo peso al nacer, mes frio y grado
de prematuridad) sélo explican un 15,4 9% (Rl modelo de regresién multiple de

0,154) de la variacion de la concentracion de TSH en los RNP.

Esto es debido a que en la concentracion de TSH influyen numerosos factores no
estudiados como: consumo de yodo durante el embarazo (Mark V, 2011), factores
genéticos (Trueba SS, 2005), presencia de enfermedad tiroidea materna durante el
embarazo (Stagnaro-Green A, 2011), etc.

Para incluir una variable que explicara una variacion importante de TSH y se
pudiera incluir en el modelo deberia cumplir una serie de caracteristicas en consonancia
con el programa de cribado: de facil recogida, econdmica, sin prejuicio o dafio para el
participante, que explique un porcentaje importante en la variacion de TSH vy
estandarizable. En este sentido consideramos que no existen muchas variables que
cumplan con esas caracteristicas, por lo que a pesar de que las variables recogidas
explicar solo un 15,4% de la variacion, consideramos que son suficientes para la

realizacion de los IR.

El célculo de estos IR han permitido conocer mejor la variacion de TSH de los

RNP y plantea evidencias para acordar los limites de decisiéon de TSH para los RNP.

Debido a las fortalezas de los mismos, estos IR podran usarse en la practica
clinica, tras una validacién adecuada y teniendo en cuenta sus limitaciones, para una

mejor interpretacion del cribado de HC en RNP y un mejor abordaje del mismo.
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En este sentido, si se hubieran adoptado estos IR, los 4 casos que se escaparon
en el primer cribado y que luego fueron enfermos, hubieran llamado la atencion desde el

primer cribado ya que hubieran quedado fuera de su IR respectivo.

En cuanto a las limitaciones de estos IR, se podran subsanar con el paso de unos

afos, al poder incluir una n mayor en aquellos grupos con menor potencia estadistica.

La puesta en marcha y uso de estos IR en la practica clinica permitird ademas
resolver alguna de las dudas que se tiene hoy en dia en el cribado de HC en RNP,
especialmente aclarar si se debe repetir el cribado a todos los RNP o s6lo a aquellos que

gueden fuera del IR.
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7. CONCLUSIONES

1. La concentracién de TSH neonatal de los recién nacidos pretérmino es menor
gue la observada en los recién nacidos a término, por lo que los limites de decision del
cribado de hipotiroidismo congénito en los recién nacidos pretérmino no deben ser los
mismos que en los recién nacidos a término, lo que conlleva a volver a repetir el cribado
en los recién nacidos pretérmino y a establecer unos intervalos de referencia de TSH
especificos para los recién nacidos pretérmino.

2. La prevalencia de HC en Alicante durante el periodo 2008-2012 es mas alta
en los recién nacidos pretérmino que en los recién nacidos a término.

3. Los recién nacidos extremadamente prematuros son los que tienen menores
concentraciones de TSH, seguidos de los recién nacidos muy prematuros, de los recién
nacidos prematuros tardios y de los recién nacidos a término, estando estas diferencias
relacionadas con la mayor inmadurez de los grupos poblacionales con un mayor grado
de prematuridad

4. Los recién nacidos pretérmino de bajo peso al nacer (< 1500 g) presentan
concentraciones de TSH menores que los que no tienen bajo peso at A&0Er g).

5. Las muestras extraidas en el periodd'@Hh tienen concentraciones de TSH
mayores a las muestras extraidas después del primer dia.

6. La distribucién de TSH segun dias de vida en los RNP difiere de la de los
RNT, siendo la diferencia mayor conforme mayor es el grado de prematuridad del RNP.

7. El pico maximo de TSH que aparece el primer dia depende del grado de
prematuridad y del peso al nacer, apareciendo en todos los recién nacidos pretérmino
excepto en los recién nacidos muy prematuros de bajo peso al nacer (< 1500 g) y en
todos los recién nacidos extremadamente pretérmino.

9. Ni el sexo, ni ser gemelo ni la edad de la madre en los recién nacidos
pretérmino influye en la concentracion de TSH.

10. La concentracién de TSH en recién nacidos pnétéres mas alta en los
meses frios que en los meses sin frio

11. El modelo de regresion multivariable indica que las variables influyentes en
la TSH son: edad gestacional, nacer en mes frio, dias de vida y bajo peso al nacer (<
1500 g); teniendo mayores concentraciones de TSH con respecto a su referencia si se
nace en un mes frio, si se tiene < 2 dias de vida y si no se tiene bajo peso al nacer (<
1500 g), y aumentandose conforme va aumentando la edad gestacional.

135



12. Cuatro recién nacidos pretérmino fueron diagnosticados de HC al repetirse el
cribado de HC en el periodo 2008-2012, siendo uno RNMP y tres RNPT.

13. Si se hubieran utilizado los intervalo de referencia calculados en esta tesis,
los 4 casos de HC que se escaparon en el primer cribado, hubieran sido detectados en el
primer cribado al quedar fuera de su IR respectivo.

14. La concentracion de TSH cambia en un mismo sujeto, aumentandose la
concentracién conforme va disminuyendo su grado de prematuridad.

15. Los intervalos de referencia calculados en esta tesis podran ser usados en la
practica clinica, tras una validacion adecuada, debiendo ser tenidas en cuenta sus
fortalezas y limitaciones para una correcta interpretacion.
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