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5.- RESUMEN

El hipotiroidismo congénito (HC) es una enfermedad endocrina que se presenta
desde el nacimiento, como consecuencia de la deficiencia absoluta o relativa de
hormonas tiroideas durante la etapa intrauterina o bien al momento del
nacimiento®.En la mayoria de los casos de HC existen muy pocos sintomas y
signos, por ello se ha llegado a la implementacion de programas de deteccion
oportuna de HC'. En México, el tamiz neonatal para enfermedades metabdlicas se
realizd por primera vez en 1973, inicialmente estaba dirigido para la deteccion
neonatal de fenilcetonuria, galactosemia, enfermedad de orina de jarabe de maple,
homocistinuria y tirosinemia. Este programa fue cancelado en 1977, a pesar de
que se demostrd su factibilidad y de que tuvo como resultado el descubrimiento y
tratamiento oportuno de varios nifios con estas enfermedades. En 1986 se
establece un nuevo programa; esta vez dirigido a la deteccion de hipotiroidismo
congeénito y fenilcetonuria. Sin embargo, a partir de 1988, la Secretaria de Salud
emitié la norma técnica que establecio la prevencion del retraso mental causado
por hipotiroidismo congénito a través de la realizacion del examen de tamiz
neonatal a todos los recién nacidos, y quedo incorporada con caracter obligatorio
en la Norma Oficial Mexicana en 1995'>™. OBJETIVO. Establecer un valor de
referencia especifico para la poblacion de recién nacidos en el Estado de
Michoacan a través del tamiz neonatal con la cuantificacion de la hormona
estimulante de la tiroides “TSH”. MATERIAL Y METODOS. En el Laboratorio
Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan se recibieron 11330 muestras
de sangre seca depositados en papel filtro, para la cuantificacion de la hormona
estimulante de la tiroides, obtenidas por puncion de talén de recién nacidos
provenientes de las 8 diferentes jurisdicciones del Estado de Michoacan.
METODOLOGIA ESTADISTICA. Se realizo el estudio estadistico y la captura de
datos con los programas: Microsoft Excel, Word 2010, SPPS inc Pasw 18.0,
Sigmaplot 12.0, OriginLab 8.5.1. RESULTADOS. En el Estado de Michoacan uno
de cada 2226 recién nacidos (1:2226 R/N), presenta Hipotiroidismo Congénito,
con el valor de referencia establecido (9 pU/L) para la poblaciéon en edades
tempranas en el Estado se logré disminuir las secuelas y los efectos secundarios
de esta patologia.
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6.- INTRODUCCION

El Hipotiroidismo Congénito es la endocrinopatia mas frecuente, resulta de la
disminucién de la cantidad o actividad bioldgica de las hormonas tiroideas en los
tejidos1, detectable en forma precoz e indudablemente tratable; puede ser debido
a distintas causas y produce como estado final una sintesis insuficiente de
hormonas tiroideas?®. Probablemente sea consecuencia también en la mayoria de
los casos de un estado de autoinmunidad frente a la glandula, pero de una
inmunidad que destruye a la glandula en lugar de estimularla. En la mayoria de
estos pacientes, la glandula tiroides padece en primer lugar una “tiroiditis” o
inflamacion tiroidea, la cual produce un deterioro progresivo, y finalmente, fibrosis
de la glandula, con la consiguiente disminucion o ausencia de secrecion de
hormona tiroidea®. Este es un defecto al nacimiento que constituye una urgencia
pediatrica que, de no recibir tratamiento oportuno, tiene consecuencias graves

entre las que destacan el retraso mental irreversible o incluso la muerte®.
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6.1.- Fisiopatologia de la glandula Tiroides

A través del tiempo, la glandula tiroides ha sido objeto de estudio y para su
tratamiento ha existido toda una gama de practicas, que van desde la utilizacion
del pensamiento magico hasta en las investigaciones basadas en el método
cientifico. Asi, los grupos indigenas en Latinoamérica han utilizado collares de
ambar para la cura de enfermedades tiroideas. El bocio ha sido motivo de gran
preocupacion. Existe evidencia de un documento chino, que data cerca de 3000
a.C., que contenia la que probablemente fue la primera descripcion de la
presencia de bocio. En el Papiro de Ebers del antiguo Egipto, 1500 a.C., se
describen los primeros procedimientos quirurgicos del bocio y el uso de sal yodada
para su profilaxis.

En Ameérica, el bocio y el hipotiroidismo han sido endémicos y predominaron en los
siglos XVIII, XIX Y XX; los sitios con mayor prevalencia eran el altiplano andino,
donde incluso llego a llamarsele “el mal andino”; en México ha predominado en las
cierras de Oaxaca, Guerrero, Puebla e Hidalgo. Fray Domingo de Santo Tomas,
en 1560, identifico la palabra “coto” con el significado de abultamiento de la
garganta (bocio) y fue asociada con multiples nombres y vocablos nativos, como
Coto urco (cerro de cotos), Cotoyacu (agua de coto), lo cual puede sugerir que
existian factores geograficos y ecoldgicos relacionados con el bocio. En cuanto al
cretinismo, Crotti refirio, en 1918, que los primeros exploradores de Nueva
Granada quedaron anonadados al encontrar los bancos del rio Magdalena

habitados por una raza de salvajes que pasaban el dia durmiendo.
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En el aspecto curativo, José Maria Troya relata el vinculo entre factores
geograficos, higiénicos y hereditarios en la etiologia del bocio endémico y aporta,
ademas, una clasificacion anatdmica. Se empezd a conocer el beneficio de la sal
de “gema” o “de minas” sal de Tomabela, en las que analisis posteriores han
demostrado un alto contenido en yodo. Es probable que durante la Colonia, la
ausencia de medidas de control y la desaparicion de ciertas costumbres nativas
favorecieran el aumento de la enfermedad.

En 1867 ya se planteaba la posibilidad de alteraciones neuroldgicas y mentales
heredadas relacionadas con el bocio endémico. Avendafio mencionaba que era
mas frecuente en mujeres de clase social baja, y que se combatia con yoduro y
buena alimentacion.

En el siglo XX, los avances en el conocimiento acerca de su etiologia,
fisiopatologia, bioquimica e histologia generaron cambios importantes; ya que en
los decenios de 1920 a 1929 y 1930 a 1939 se propuso el tratamiento quirurgico y
se introdujo el metabolismo basal en el estudio de las enfermedades tiroideas. En
el decenio de 1950-1959, organizaciones internacionales colaboraron para el
desarrollo de estudios nacionales y encuestas epidemioldgicas en los diferentes
paises de América (OMS, OPS, UNICEF), ademas, se expidieron leyes para
yodacion de la sal en casi todo ese continente, desde México hasta Argentina y a
partir de 1940 en Peru y hasta 1983 en Bolivia.

Desde hace mas de dos siglos se ha reconocido el déficit de hormona tiroidea
como causa de retardo en el crecimiento y desarrollo. Curling, en 1850, describio
la primera autopsia de un nifio con manifestaciones de hipotiroidismo congénito y
ausencia de la glandula tiroides, y Osler relaciono la deficiencia de la funcién

tiroidea y los cambios caracteristicos encontrados en el cretinismo esporadico.
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Bruch y McCune, en 1944, describieron el desarrollo mental de nifios con
hipotiroidismo que recibieron tratamiento adecuado, concepto que fue ampliado
por Smith et al. En 1957, al revisar 128 casos; Klein et al. establecieron que el
tratamiento antes de los tres mese de edad mejora el prondstico neuroldgico de
los nifos. En la actualidad, se reconoce que la sustitucion de hormonas tiroideas
debe realizarse en los primeros 28 dias de nacido; Jacobsen y Brandt
fundamentaron, en la falta de los sintomas y signos, la falta de diagnostico
temprano. El hipotiroidismo congénito es la causa evitable mas frecuente de
retraso mental en recién nacidos; desde finales del decenio de 1960-1969 y
principios de 1970-79 se iniciaron los primero intentos de tamizaje®.

El esbozo de la glandula tiroides se origina en los embriones de 3 mm, esta
localizada en la porcién anterior del cuello, va desde la quinta vértebra cervical
hasta la primera toracica, y se encuentra dentro del triangulo muscular del cuello;
como una pequefia invaginacion del endodermo situado en el piso de la faringe
detras del tubérculo lingual medio. La glandula tiroides es el primero de los
derivados faringeos en completar su diferenciacion. En los embriones de cuatro
semanas se origina, a partir del piso de la faringe, un diverticulo medio, a nivel
cefalocaudals, la forma bilobular del tiroides fetal se reconoce ya a las 7 semanas
de gestacion y la formacion caracteristica de las células foliculares y del coloide
tiroideo tiene lugar a las 10 semanas. La tiroglobulina comienza a sintetizarse a
partir de la cuarta semana, el yodo queda atrapado a las 8 y 10 semanas y la
sintesis y secrecion de tiroxina (T4) y, en menor medida, de triyodotironina (T3) se
inician a partir de las 12 semanas, al igual que la TSH. En la segunda mitad de
gestacion madura el eje hipotalamico-hipofisiario-tiroideo, pero las relaciones
normales mediante retroalimentacion no lo hacen hasta el 1%y 2° mes de vida
posnatal’. Bien diferenciada, la mayor parte de su asa consiste ahora en dos
l6bulos que se extienden a los lados de la linea media, con un istmo estrecho de

tejido que los une®.
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El istmo del tiroides se localiza justo por debajo del cartilago cricoides, a media
distancia entre la porcién saliente del cartilago tiroides (“manzana de Adan”) y la
escotadura suprarrenal. Cada Iébulo tiene apariencia de pera y mide alrededor de
2.5 cm a 4 cm de longitud, 1.5 a 2cm de ancho y de 1 a 1.5cm de grosor. El peso
de la glandula en el individuo sano, determinado por examen de ultrasonido, varia
segun la ingestion de yodo en la dieta, edad y peso corporal, pero en los adultos
es aproximadamente de 10 a 20g. El crecimiento de la glandula tiroides hacia
arriba esta limitado por la insercion del musculo esternotiroideo al cartilago
tiroides; sin embargo, el crecimiento hacia atras y abajo no esta limitado, por lo
que la hipertrofia tiroidea o bocio, con frecuencia se extendera en esa direccién o

incluso sera subesternal® (fig. 1).

Hueso Hioides

Ligamento Cricotiroideo ‘T\T“T |
IvpLe \

Wb

Cartilago Tiroides

Cartilago Cricoides

Glandula Tiroides
Lobulo Piramidal
Loébulo derecho
Istmo

Lobulo izquierdo

Traquea

Fig.1 Glandula tiroides (www.medicinayprevencion.com/tiroides.htm)
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La glandula tiroides estda compuesta por un gran numero de foliculos cerrados
(100 a 300 micrémetros de diametro) rellenos de una sustancia secretora
denominada coloide, y revestidos por células epiteliales cuboideas que secretan al
interior de los foliculos®. La unidad funcional de la glandula tiroides, es el foliculo,
el cual tiene forma oval o redonda.

La funcién normal de la glandula tiroides consiste en la secrecion de L-tiroxina (T4)
que constituye alrededor del 93% de las hormonas metabdlicamente activas
secretadas por la glandula tiroides y 3, 5,3 -triyodo-L-tironina (T3) el 7% restante
de las hormonas tiroideas activas e influyen en muiltiples procesos metabdlicos®*.
La T4 sérica del feto aumenta progresivamente desde la mitad del embarazo hasta
alcanzar 11.5 pg/dL al término del mismo. Los niveles de T3 son reducidos antes
de la semana 20, y luego se elevan poco a poco para llegar a 45 ng/dL al final del
embarazo. En cambio los niveles de T3 inversa estan muy altos en el feto
(250ng/dL a las 30 semanas) y descienden hasta 150 ng/dL al llegar a término.
Los valores séricos de TSH se incrementan gradualmente hasta 10 pU/L a
término. Aproximadamente un tercio de la T4 atraviesa la placenta hasta llegar al
feto. La T, materna puede desempefiar un papel en el desarrollo fetal,
especialmente del cerebro, antes de que comience la sintesis de hormonas
tiroideas fetales. El feto de una madre hipotiroidea puede sufrir lesiones
neuroldgicas, mientras que un feto hipotiroideo puede estar parcialmente protegido
por la T4 materna hasta el momento del parto. Al nacer se produce una liberacién
brusca de TSH; la concentracion sérica maxima llega a 60 pU/L en 30 minutos en

los lactantes nacidos a término.

p.Q.F.B. Fabiola Carballo Martinez Pag. 14



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTADA DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA

El aumento brusco de TSH produce una elevacion espectacular de la cifra de T4
hasta aproximadamente 16 ug/dL, y de T3 que llega hasta cerca de 300 ng/dL en
unas 4 horas. Esta Tz deriva, al parecer del aumento de la conversion periférica de
T4 en T3 Los niveles de T4 disminuyen gradualmente durante las dos primeras
semanas de vida hasta 12ug/dL. Luego los niveles de T3 descienden en la primera
semana de vida y alcanzan cifras inferiores a 200 ng/dL. Las concentraciones
séricas de T3 libre se aproximan a 540 pg/dL en la lactancia y disminuyen hasta
210-440 pg/dL en la infancia. Los valores de T3 inversa se mantienen durante 2
semanas (200ng/dL), y a las 4 semanas descienden a unos 50 ng/dL. Pequefias
cantidades de T4 atraviesan la placenta, pero no bastan para impedir el
diagnostico de hipotiroidismo congénito en recién nacidos’.

Hacia el final de la vida intrauterina y durante el periodo neonatal, las hormonas
tiroideas son esenciales para el crecimiento y desarrollo del sistema nervioso y
esquelético. La falta de hormonas tiroideas en etapa intrauterina es de graves
consecuencias, origina retraso de la maduracion 6sea, la falta de tratamiento en
los primeros meses de vida de los nifios afectados, ocasiona retraso mental

irreversible®.
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6.2.- Mecanismo de Retroalimentacion de da Glandula Tiroides

La TRH es un tripéptido de 26kd, producido en el nucleo paraventricular y la
eminencia media del hipotalamo; la produccion y la liberacion son favorecidas por
una disminucién en los valores seéricos de las hormonas tiroideas, e inhibidas por
un incremento de las mismas. Su efecto principal es sobre las células tirotropas de
la hipdfisis anterior para la liberacion de TSH°.

La tirotropina (hormona estimulante de la tiroides, TSH) es una glicoproteina de 28
kd, con un ritmo cardiaco y pulsatil de secrecion (15 a 30 pg/dia), con una vida
media de 50 a 80 min, secretada por las células baséfilas de la hipofisis anterior,
se compone de dos subunidades, a y B, unidas de modo no covalente'®®®,
caracteristica que le otorga especificidad, se produce en las células tirotréficas,
que constituyen aproximadamente el 5% de las células de la hipdfisis anterior;
regula la biosintesis, el almacenamiento y la liberacion de las hormonas tiroideas y
determina el tamafio de la glandula tiroidea y aparece inicialmente en la hipdfisis
fetal a las 10 semanas de gestaciéon®. La subunidad a es comun a las otras dos
glucoproteinas hipofisarias, FSH y LH, y también a la hormona placentaria hCG;
para la subunidad B es diferente para cada hormona glucoproteica y confiere
propiedades especificas de fijacidon y actividad biolégica. La subunidad a humana
tiene un nucleo aproproteinico de 92 aminoacidos y contiene dos cadenas de
oligosacaridos; la subunidad 3 de la TSH posee un nucleo aproproteinico de 112
aminoacidos y una cadena de oligosacaridos. Las cadenas de aminoacidos de las
subunidades a y B de la TSH forman tres asas que se entremezclan en una
estructura similar a nudo, denominada “nudo de cistina”'®® . La liberacion de TSH
es inducida por la hormona hipotalamica, la TRH (hormona liberadora de la
tirotropina)1. La regulacion de la funcién tiroidea es compleja y, al igual que las
glandulas endocrinas, esta basada en un mecanismo de retroalimentacion (fig.2),
que actua a través del hipotalamo y de la hipdfisis anterior para controlar la

secrecion tiroidea™ 4.
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Hipofisis

()

Hormonas

Tiroideas Glandula tiroides

Fig. 2. Mecanismo de retroalimentacion en la que T3 y T4 llega al hipotalamo para
que se lleve a cabo la secrecion de TRH, luego se desplaza a la glandula pituitaria
o hipodfisis que segrega la hormona estimulante de la tiroides (TSH), la cual
estimula la glandula tiroides a que segregue hormonas tiroideas T4 y T3.

(http://www.juntadeandalucia.es/averroes/~29701428/salud/endocri.htm)
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6.3.- Efectos de la TSH (de la hipéfisis anterior) sobre la secrecion tiroidea

Los efectos especificos sobre dicha glandula son los siguientes:

1. Aumento de la protedlisis de la tiroglobulina ya almacenada en los
foliculos, con la liberacion subsiguiente de hormonas tiroideas a la sangre
circulante.

2. Aumento de la actividad de la bomba de yodo, que aumenta la tasa de
“atrapamiento de yodo” en las células glandulares, aumentando en
ocasiones la relacion entre concentracion de yodo intracelular y
extracelular hasta ocho veces su valor normal.

3. Aumento de la yodacion de tirosina y aumento del acoplamiento para
formar hormonas tiroideas.

4. Aumento del tamafio y de la actividad secretora de las células tiroideas.

5. Aumento del numero de células tiroideas junto con el paso de células
cuboideas a cilindricas y gran plegamiento del epitelio tiroideo hacia el
interior de los foliculos.

6. La secrecion de TSH estda regulada por un mecanismo de
retroalimentacion negativo, que actua directamente sobre la hipodfisis y se
halla en relacion principalmente con la concentracion de T3 libre en

sangre, guardando con ella una reaccion inversa®.
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7.- HISTORIA DEL TAMIZ NEONATAL

Resulta maravilloso, y al mismo tiempo impresionante, que la casi totalidad de las
células de los seres vivos comparten los mismos tipos de reacciones quimicas
(bioquimicas). La seleccion natural ha conservado a través de la evolucion
bioldgica las vias metabdlicas que en forma mas eficiente permiten a los seres
vivos adaptarse al entorno que les rodea. La historia del escrutinio de los recién
nacidos para identificar errores del metabolismo inicié con las ideas del Medico
Inglés Sir Archibald Garrod en 1902 (fig.3), quien sehald la posibilidad de la
herencia de defectos quimicos especificos en el metabolismo®'?. La fenilcetonuria,
anormalidad descrita en 1934, fue la primera enfermedad que se busco identificar
en forma temprana durante la infancia, inicialmente a través de tamizaje de la

orina, utilizando cloruro férrico ™.

Fig.3 Medico Inglés Sir Archibald Garrod
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En 1961, el Dr. Robert Guthrie (fig. 4), desarroll6é la prueba de tamiz mediante la
recoleccion de gotas de sangre en papel filtro para la deteccidén de fenilcetonuria.
La prueba se basa en un ensayo de inhibicion bacteriana, utilizando un
antimetabolito analogo de la fenilalanina. Posteriormente, el mismo principio fue
empleado para identificar otras anormalidades del metabolismo de histidina y
aminoacidos como: metionina, lecitina y tirosina'® '3, En el afio de 1963, Guthrie y
Susi reportaron los resultados del diagndstico de errores congénitos del
metabolismo en la etapa perinatal con el uso de un método rapido, que se podria
utilizar como prueba de escrutinio. A raiz de estos hallazgos, tomoé interés la
implementacion de las pruebas de tamizaje neonatal. La prueba de tamiz neonatal

se inicié en los Estados Unidos de Norteamérica ese mismo afio'?.

Fig. 4 Dr. Robert Guthrie
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En 1963, el Dr. Antonio Velazquez (fig. 5) inicid un programa de Tamiz Neonatal
en Meéxico, el primero en América Latina, para Hipotiroidismo Congénito. En
nuestro pais el Tamiz Neonatal se inicié formalmente en 1988 con la expedicion
de la Norma Técnica 321, y actualmente su realizacién es una accion obligatoria
para todos los centros que brindan atencién materno infantil, segun lo establece la
Norma Oficial Mexicana 007-SSA2-1993™.

Fig.5 Dr. Antonio Velazquez
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En 1973 se establecio el primer Programa de Tamiz para Hipotiroidismo
Congénito, siendo Canada el primer pais en implementarlo, seguido por los
Estados Unidos en 1975'%. En México, el tamiz neonatal para enfermedades
metabdlicas se realizé por primera vez en 1973. Inicialmente estaba dirigido para
la deteccién neonatal de fenilcetonuria, galactosemia, enfermedad de orina de
jarabe de maple, homocistinuria y tirosinemia. Este programa fue cancelado en
1977, a pesar de que se demostro su factibilidad y de que tuvo como resultado el
descubrimiento y tratamiento oportuno de varios nifios con estas enfermedades.
Se establece un nuevo programa en 1986, esta vez dirigido a la deteccién de
hipotiroidismo congénito y fenilcetonuria. A partir de 1988, la Secretaria de Salud
emitié la norma técnica que establecio la prevencion del retardo mental causado
por hipotiroidismo congénito a través de la realizacién del examen de tamiz a
todos los recién nacidos, y quedo incorporada con caracter de obligatoriedad en la
Norma Oficial Mexicana en 19952 14,

Sin duda alguna uno de los avances mas importantes en el manejo del
hipotiroidismo congénito ha sido la puesta en marcha de los programas de cribaje
neonatal del hipotiroidismo primario, ya que esta permitiendo instaurar el
tratamiento precozmente y evitar el retraso mental de los nifios detectados'. El
Tamiz Neonatal para la deteccion de Errores Innatos del Metabolismo (EIM) es
una medida de salud publica dirigida a identificar de manera temprana los
trastornos en el recién nacido aparentemente sano, antes de que se manifieste
una enfermedad y establecer el diagnostico oportuno de enfermedades graves e
irreversibles'®'""'®, Tamiz significa “colar’ o “filtrar” en una poblacién con el objeto
de separar a los individuos que presentan alguna caracteristica distinta a los
demas’®. Se practica en gotas de sangre capilar, usualmente obtenidas del talon y
colectadas en papel filtro especifico llamado “Tarjeta de Guthrie”. Ha sido efectivo
para el diagnostico precoz de enfermedades que cursan con retraso mental y otras
manifestaciones graves como: Hipotiroidismo Congénito, Fenilcetonuria,

Galactosemia e Hiperplasia Suprarrenal Congénita”.
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Dada la importancia del diagnostico oportuno de los EIM, para reducir la morbi-
mortalidad y prevenir la presencia de retraso mental, en la mayoria de los paises
desarrollados lleva a cabo programas de Tamizaje Neonatal'°.

Los métodos analiticos, adaptados al estudio de sangre impregnada en papel
filtro, son susceptibles de ser afectados por factores externos que alteran los
resultados. Los problemas que ocurren con mayor frecuencia en la realizacion de
las pruebas de laboratorio se relacionan con; obtencién y conservacion de las
muestras, e interferencias analiticas ocasionadas por los farmacos. Las muestras
de los pacientes que permanecen en tratamiento afectan los resultados (el
laboratorio debe conocer el tratamiento que recibe cada individuo). Es importante
la conservacion, el transporte y la distribucién de las muestras; las variantes en

este proceso son de gran valor en la calidad del ensayo analitico®.
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8.- ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO

Los errores congénitos del metabolismo se definen como alteraciones bioquimicas
de origen genético debidas a errores innatos de la estructura o funcion de las
moléculas proteicas. Muchos de los errores congénitos comportan consecuencias
clinicas y patologicas que son consecuencia directa de una alteracion bioquimica
especifica, pero la importancia de estos procesos en el estudio de la biologia
humana trasciende considerablemente su impacto clinico. El estudio de
determinados errores congénitos del metabolismo ha sido imprescindible para

definir las vias y mecanismos bioquimicos normales?’.
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9.- HIPOTIROIDISMO CONGENITO

El hipotiroidismo congénito es una enfermedad endocrina que se presenta desde
el nacimiento, como consecuencia de la deficiencia absoluta o relativa de
hormonas tiroideas durante la etapa intrauterina o bien al momento del nacimiento.
Ocasiona retraso mental, discapacidad intelectual y motriz severa, en los casos no
tratados puede llevar a la muerte’. Se considera que existe hipotiroidismo
congeénito cuando las hormonas tiroideas ejercen una accion deficiente sobre las
distintas células del organismo''.Las causas congénitas de hipotiroidismo pueden
ser esporadicas o familiares. En muchos casos, el déficit de hormona tiroidea es
intenso y los sintomas aparecen en las primeras semanas de la vida. Entre otros

el déficit es menos intenso y las manifestaciones se retrasan meses o afios’.
9.1.- Causas de Hipotiroidismo Congénito
Déficit-hipotalamo-hipofisario

Todas las malformaciones congénitas que afectan al area hipotalamo-hipofisaria
pueden ocasionar, entre otros déficit, carencia de TRH o de TSH vy,
secundariamente, un hipotiroidismo. Existen también trastornos congénitos,
familiares o esporadicos de la secrecion de TRH o de TSH, que pueden
presentarse como déficit aislados o formando parte de una deficiencia combinada

de hormonas hipofisarias.
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Disgenesia tiroidea

Comprende diversas alteraciones en el desarrollo embrionario de la glandula
tiroides: agenesia, hipoplasia, disgenesia y ectopia. En términos generales se
emplea el término “disgenesia tiroidea” para referirse tanto a las agenesias, como
a las hipoplasias y disgenesias propiamente dichas. Es la causa de hipotiroidismo
congénito (80-90% de los hipotiroidismos primarios permanentes). Es mas
frecuente en nifias que en nifios (2/1). Su forma de presentacion mas habitual es
la esporadica. La etiopatogenia de esta anomalia, como ocurre en muchos
sindromes malformativos, es desconocida; se ha sugerido una causa autoinmune,
donde un proceso autoinmune materno con transmision pasiva de anticuerpos al
feto, conduciria a la induccion de un hipotiroidismo congénito, permanente o
transitorio, no existiendo correlacion entre la existencia de tiroiditis autoinmune
materna, o presencia de anticuerpos anti-tiroglobulina o antimicrosomales y la
aparicion de disgenesia de tiroides. En algunos casos, se han encontrado en la
madre anticuerpos antirreseptor de TSH, pero el papel de estas inmunoglobulinas
en la patogenia de la disgenesia tiroidea no ha sido bien establecido. Otras teorias

serian: infecciosas, embriopatias y genéticas’.
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9.2.- Clasificacion del hipotiroidismo congénito de a cuerdo a su origen

puede ser:

e Hipotiroidismo congénito primario. Es la insuficiencia para la sintesis de
hormonas tiroideas por alteracién primaria de la glandula tiroides, con un

eje hipotalamo-hipdfisis integro y constituye la mayoria de los casos de HC.

e Hipotiroidismo congénito secundario. En el que la alteracion se localiza
a nivel de la hipdfisis y una secrecion deficiente de tirotropina (TSH) impide
la adecuada estimulacion de la biosintesis y secrecion de las hormonas

tiroideas de una glandula tiroidea normal.

¢ Hipotiroidismo congénito terciario. Cuando el defecto se encuentra en el
hipotalamo y la falta de produccion y secrecion de TRH impide el

funcionamiento de eje hipotalamo-hipofisario-tiroideo.
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El hipotiroidismo primario puede ser de dos tipos:

e Permanente por disgenesia tiroidea (agenesia, hipoplasia y ectopia) o por
alteracién bioquimica (dishormogénesis )

e Transitorio (iatrogenia, deficiencia de yodo)

Causas de hipotiroidismo congénito primario permanente

e Agenesia, es la ausencia de tejido tiroideo funcional, es la mas frecuente se
presenta en el 40% de los casos.

e Hipoplasia, es un deficiente desarrollo de la glandula tiroides, el tejido
existente es pequeno llamado “nddulo tiroideo”.

e Ectopia, el tejido tiroideo funcional de localizacion extracervical, se asocia
con hipoplasia, la mas frecuente es el “nédulo sublingual”, el 50-60 % de
HCP se deben a esta alteracion.

o Dishormogénesis: Existe tejido tiroideo, presenta defecto parcial o total en
los procesos bioquimicos de sintesis y secrecion de hormonas tiroideas. Se

presenta en el 5 % de los casos”.
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En la mayoria de los casos de hipotiroidismo congénito existen muy pocos
sintomas y signos de carencia de hormonas tiroideas, motivo por el que el
diagnostico clinico se suelen retrasar. En grandes series clinicas analizadas
retrospectivamente, se comprueba que apenas un 5% de los hipotiroidismos en
esta época de la vida presentan el cuadro clinico caracteristico. Los sintomas vy
signos que con mas frecuencia suelen encontrarse en los primeros meses son:
somnolencia, dificultades en la alimentacion, estrefiimiento, ruido nasal, ictericia
neonatal prolongada y llanto ronco; ademas en la exploracion se pueden encontrar
diversos signos, como hipotermia, bradicardia, alteraciones del tono muscular,

fontanela, piel y pelo seco, macroglosia, hernia umbilical y aspecto general tosco’
(fig. 6).

Fig.6 Imagenes que muestran signos de Hipotiroidismo Congénito. Departamento
de Tamiz Neonatal, Laboratorio Estatal de Salud Publica (LESP), Morelia

Michoacan.

Por ello se ha llegado a la implementacion de los programas de deteccion
oportuna de Hipotiroidismo Congénito permitiendo analizar primero a la tiroxina
(T4), y, posteriormente, la hormona estimulante del tiroides (TSH)' de gotas de

sangre seca en papel filtro.
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9.3.- Sintomas de Hipotiroidismo Congénito

En los bebes hay diferentes sintomas de hipotiroidismo congénito, los mas

evidentes son:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Piel: algunos bebes con hipotiroidismo congénito presentan la ictericia
(color amarillento) del recién nacido durante mas tiempo que el usual. Su
piel puede verse palida o con manchas.

Apetito o digestion: es posible que los bebes con hipotiroidismo congénito
no deseen alimentarse. Puede ser dificil mantenerlos despiertos mientras
se les alimenta. Pueden estreiirse mucho.

Crecimiento: los recién nacidos con hipotiroidismo congénito a menudo son
grandes y, si no se les trata, generalmente muestran un retraso en el
crecimiento y poco aumento de peso.

Circulacion: los bebes con hipotiroidismo pueden tener un ritmo cardiaco
lento y presidon sanguinea baja. Sus manos y pies pueden sentirse frios.
Esto se debe a una circulacion deficiente.

Actividad y desarrollo: los bebes con hipotiroidismo congénito a menudo
son tranquilos y no lloran mucho. Es posible que no les interese ver o
escuchar lo que les rodea. Pueden dormir durante largo tiempo, por lo que
hay que despertarlos para alimentarlos. Al levantarlos se les puede sentir

flacidos o “flojos”.
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9.4.- Tratamiento farmacolégico para el Hipotiroidismo Congénito

El medicamento de eleccidon es la Levo-tiroxina sodica, la dosis recomendada es

de 12 a 15 pg/kilo de peso/dia®.

e Se administra por via oral, en una sola dosis, en la mafana en ayuno, la
tableta se hace polvo y se mezcla con agua en una cucharita, se administra
sujetando la mandibula y vaciar el contenido para que el nifio/a lo trague,
ésta debe ser ingerida.

¢ No se debe administrar con jeringa, ni en biberon, ni en vaso.

e Debe administrarse en ayuno, en niflos o nifas que reciben lactancia
materna puede ser incluso 10 minutos antes de la siguiente toma, cuando
reciben otros alimentos o sucedaneos de la leche deben cumplir ayuno de
30 minutos antes del siguiente alimento.

e En casos especiales como nifios 0 nifias con compromiso cardiopulmonar
la dosis de L-tiroxina se debe de instalar paulatinamente.

e No se debe suspender.

e El médico que realiza el seguimiento debera ajustar la dosis de acuerdo a
los resultados del perfil tiroideo. En casos excepcionales, que no se cuente
con resultados de perfil tiroideo, se podran utilizar las dosis ponderales de
la tabla.

e El perfil tiroideo debera realizarse al paciente en ayuno, sin haber recibido
la dosis de ese dia, misma que debe administrar una vez extraida la
muestra de sangre.

e Debera enviar al nifio o nifia a un programa basico de estimulacion
temprana y a medicina fisica y rehabilitacion a aquellos que tengan un

riesgo mayor de dafo neurolégicog.
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10.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial el hipotiroidismo congénito es un problema importante de salud, ya
que es la primera causa de discapacidad prevenible en recién nacidos, en la que
las hormonas tiroideas son de importancia critica para el crecimiento fisico y el
desarrollo mental en los nifios. Existen en el mercado diferentes metodologias con
valores de referencia ya establecidos a nivel mundial para todo tipo de poblacion,
gue en muchas de las ocasiones los rangos no corresponden a una compatibilidad
clinica en poblaciones de Latinoamérica. Por ello es transcendental la

investigacion de un valor de referencia especifico para el Estado de Michoacan.
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11.- HIPOTESIS

Con el valor de referencia de 9 pU/L establecido, se logré contribuir a la
disminuciéon de las graves consecuencias de la discapacidad secundaria a

hipotiroidismo congénito en recién nacidos.
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12.- JUSTIFICACION

Por la demanda y necesidad del sistema sanitario, implicado con los programas de
prevencion de la discapacidad causada por los errores innatos del metabolismo
(EIM), de proponer un valor de referencia para su poblacién para la deteccién
precoz de hipotiroidismo congénito en edades tempranas.

El valor de referencia limite sugerido por el fabricante y a las indicaciones del CDC
es de 10 pU/L.

Debido a la inexistencia de un valor de referencia establecido y exclusivo para la
poblacion mexicana, pero en este caso a la poblacién de recién nacidos en el
Estado de Michoacan, y con apoyo de estudios médicos realizados en los recién
nacidos nos vemos en la necesidad disminuir el valor de referencia a 9 pU/L, para
evitar que recién nacidos se queden sin la atenciéon medica a tiempo y que en dias
posteriores podrian presentar signos de esta patologia, como bien sabemos esta
es una enfermedad que en muchas ocasiones los recién nacidos no presentan
signos y sintomas de Hipotiroidismo Congénito.

Puesto que los estudios son realizados en una poblacién distinta a la nuestra el
fabricante del reactivo y el CDC recomienda firmemente que cada laboratorio
establezca su valor de referencia considerando los diferentes factores genéticos y
ambientales que actuan sobre cada poblacion?.

Lo anterior repercute en un costo econdmico importante para las diferentes
instituciones de salud y para el pais en general por lo que representa a nivel
social, familiar e individual.

El costo de un caso identificado equivale a la cuarta parte del gasto del cuidado
institucionalizado de un individuo afectado con retraso mental no diagnosticado a
tiempo, ademas del invaluable impacto familiar y social que se presenta en la

convivencia y el manejo diario de un nifio con retraso psicomotor??.
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Con esta intervencién se espera la eliminacion de los costos multifactoriales de la
discapacidad y los gastos que genera en las familias y en los servicios de salud
los conceptos por estancia hospitalaria, atencion de las secuelas y la
rehabilitacion; coadyuvando también de forma directa en la disminucion de la

morbilidad y la mortalidad neonatal en el Estado de Michoacan®.
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13.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Establecer un valor de referencia especifico para la poblacion de recién nacidos
en el Estado de Michoacan a través del tamiz neonatal con la cuantificacion de la

hormona estimulante de la tiroides “TSH”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Cuantificar la hormona estimulante de la tiroides en recién nacidos
e Deteccion de casos en pacientes de edad temprana

e Evitar el dafio y la gravedad de la discapacidad
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14.- IDENTIFICACION DE ESTUDIO

El presente es un estudio longitudinal, experimental y retrospectivo que fue
realizado en la ciudad de Morelia Michoacan, el universo de trabajo fue de 11330
muestras de sangre seca impregnadas en papel filtro (Tarjeta Guthrie). En el

periodo de enero de 2011 a junio de 2011.

Criterios de inclusidén: muestras de recién nacidos provenientes de las 8 diferentes

jurisdicciones de Estado de Michoacan.

Criterios de exclusion: muestras inadecuadas

Criterios de eliminacion: muestra insuficiente, maltratada o desgastada, saturada,

contaminada, coagulada, deshidratas, mala absorcion, doble gota.

Fuentes de informacion utilizada:

e Bitacora del Departamento de Tamiz Neonatal del Laboratorio Estatal de
Salud Publica (LESP), del periodo de enero a junio de 2011.

METODOLOGIA ESTADISTICA
Se realizo el estudio estadistico y la captura de datos con los programas:
e Microsoft Excel
e Word 2010
e SPPSinc Pasw 18.0
e Sigmaplot 12.0
e OriginLab 8.5.1
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15.- MATERIAL Y METODOS

En el Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan se recibieron
11330 muestras de sangre seca depositados en papel filtro, para la cuantificacién
de la hormona estimulante de la tiroides, obtenidas por puncion de talon de recién

nacidos provenientes de las 8 diferentes jurisdicciones del Estado de Michoacan.

DIAGRAMA DE ACTIVIDADES:

[ Recepcion de muestras en el Laboratorio Estatal de Salud Publica ]

¥

[ Recepcion y registro en el Departamento de Tamiz Neonatal ]

v

[ Seleccion de muestras adecuadas ]
v

[ Rotular placas con el numero asignado de proceso ]
v

[ Elaboracion de paquete de 78 muestras ]

[ Captura de folios en el equipo ]

[ Perforar muestras ]
v

| Se realiza el proceso del primer dia a las 2 pm |
A 4

[ Incubacioén nocturna de 19 horas ]

y

[Cuantificacién de TSH mediante la técnica de inmunofluorescencia ]
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Caracterizacion de las muestras
Selecciéon de muestras

A la llegada de las muestras al departamento de tamiz neonatal se realiza la
revision de las mismas en adecuadas e inadecuadas. Las muestras adecuadas se
revisan y procesan, todas ellas provenientes de los centros de salud de las 8

diferentes jurisdicciones del Estado de Michoacan.
Toma de la muestra

Muestra obtenida por puncion de talon de recién nacido, realizado por el personal

correspondiente y capacitado para este procedimiento.
Procedimiento

Se debe tomar a partir de la porcién media 6 lateral de la superficie de la planta

del talén. No se debe utilizar sitos previos de puncién 6 la curvatura del talén™.
Transporte de muestras

Las muestras no deben colocarse en contenedores herméticamente sellados
(ejemplo: bolsas de plastico o de aluminio), debido a que la carencia de
intercambio de aire en el medio ambiente interno de un contenedor sellado causa
incremento de calor y acumulacién de la humedad. El calor, la luz directa, la
humedad y la condensacion son dafinos para estabilizar las manchas de sangre

seca y recuperar el analito'.
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Material a utilizar en el procedimiento de la técnica

Agua destilada o desionizada, preferentemente estéril

2 probetas graduadas 50 mL. Cada una

Frascos para almacenar los reactivos (sobrantes)

Pipetas de precision (60-300uL multicanal)

Toallas de papel o papel absorbente

Crondmetro

Agitador/incubadora de microplacas

Lavador de microplacas

Perforador de discos con un diametro de 3 mm para cortar discos de papel
de los controles de sangre seca, calibradores y muestras (ponchador DBS)
Microplaca (96 pocillos cada una)

Matraz erlenmeyer

Cubiertas de plastico

Guantes desechables

Cubre bocas

Reactivos utilizados en el proceso:

Conjugado anti-TSH-HRP (peroxidasa de rabano picante, libera la hormona
al lisar los eritrocitos)

Diluyente conjugado (solucion bufer de sal anti-TSH)

Fluorégeno HPPA

Diluyente para HPPA-Fluorégeno

Solucion de parada (estabiliza la reaccion)

Solucién de lavado
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Procedimiento

o 0 ke N

Rotular placas (96 pocillos cada una) con el numero asignado de proceso
Seleccion de muestras adecuadas

Elaboracion de paquetes de 78 muestras

Capturar folios en el software del equipo

Perforar controles y calibradores en el ponchador DBS

Perforar muestras en el ponchador DBS en su placa correspondiente

El proceso de inmunofluorescencia se realiza en dos dias:

Primer dia:

Perforar controles, calibradores y muestras

Anadir 200 pL de anti-TSH-HRP conjugado, para liberar la hormona del
papel filtro. Y cubrir la placa para evitar la contaminacion.

Agitar a 650 rpm durante 15 minutos en el agitador de placas

Incubar durante 18 horas sin agitacion en el refrigerador a 4°C

Segundo dia:

Retirar los discos de papel filtro y el liquido en el lavador de placas

Lavar 4 veces con 300 pL de solucion de lavado

Agregar 200 pL de sustrato e incubar durante 60 minutos a temperatura
ambiente

Agregar 100 pL de solucion de parada (detener la reaccion)

Medir inmediatamente la fluorescencia a una excitacién de onda de 320 y
una emision de 405 nanometros

Impresion de resultados

Registro y seleccion de muestras normales y casos sospechosos

Sellar fichas con la fecha del analisis y responsable del laboratorio, agregar

observaciones, poner resultados.
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Emisién de resultados

e Los resultados del LESP (Laboratorio Estatal de Salud Publica) normales se
envian junto con las muestras a la unidad en que fue tomada la muestra por
paquetes dentro de un sobre bolsa con su oficio correspondiente.

e Reporte de resultados probables y/o sospechosos se corrobora el resultado
por duplicado y se reporta por correo electronico, fax, teléfono y oficio al
responsable estatal y a la jurisdiccion o unidad correspondiente para su
seguimiento.

e Reporte de muestras inadecuadas, se reportan por correo y fax al
responsable estatal y a la jurisdiccidon o centro de salud correspondiente

para una segunda toma de muestra.
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Fundamento del ensayo

Es un inmunoensayo enzimatico para la determinacion inmunofluorométrica de
Tirotropina Humana a partir de muestras de sangre seca en papel filtro tomada del
talon del bebe como prueba principal para la deteccion de hipotiroidismo congénito
en recién nacidos. La figura 7 muestra los compuestos basicos del método, que
suele hacerse en placas de plastico, cada una de las cuales tiene 96 pocillos.
Cada pocillo esta revestido por un anticuerpo anti-a-TSH especifico de la
hormona a estudiar. En cada pocillo se colocan muestras o referencias, tras lo que
se afiade un segundo anticuerpo Anti-TSH-HRP conjugado, también especifico de
la hormona pero que se une a un lugar distinto de su molécula ahora en la
subunidad B. A continuacion se afiade un tercer anticuerpo HPPA que reconoce a
Anti-TSH-HRP conjugado y es capaz de fijarse a una enzima que convierte un
sustrato adecuado en un producto facil de detectar con métodos colorimétricos o
de fluorescencia. La reaccién es detenida afiadiendo bufer de glicina y se mide la
fluorescencia en cada uno de los pocillos con fluorométro de microplaca

(Excitacion. 320 nm. Emision. 405 nm) %°.
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Anti-TSH-HRP

\P‘_ﬂ_______,sonlusado 320nm Excitacién

b

[~

p Anti- a TSH
o
I Fase sodlida

Fig.7 principios basicos de inmunofluorescencia para la determinacion de la concentracion de
una hormona. Anti-a TSH y Anti-TSH-HRP conjugado son anticuerpos que reconocen la hormona
en distintos lugares de unién (a y B) y HPPA es un anticuerpo que cataliza la formacién de un
producto fluorescente coloreado, que se forma a partir de un sustrato. La cantidad de producto se
mide con métodos Opticos y es proporcional a la cantidad de hormona existente en el pocillo,

siempre que en éste se haya puesto un exceso de anticuerpozo.

Cada molécula de enzima cataliza la formacion de muchos miles de moléculas del
producto, este método permite detectar cantidades muy pequefias de moléculas
de la hormona en cuestion. Por tanto, la cantidad de hormona existente en la

muestra o en la referencia sera proporcional a la cantidad del producto formado.

El uso del método de inmunofluorescencia se ha generalizado en los laboratorios

clinicos, porque presenta las siguientes caracteristicas®’;

= No utiliza isotopos radiactivos
= Gran parte del analisis puede automatizarse usando placas de 96 pocillos
= Su relacion coste-efectividad y su exactitud son muy buenas en la

valoracion de las concentraciones hormonales.
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16.- RESULTADOS

De Enero a Junio de 2011 se realizo el analisis de 11330 muestras de sangre seca
impregnadas en papel filtro (whatman 903), obtenidas por puncién de talon para
realizar la cuantificacion de la Hormona Estimulante de la Tiroides, lo que nos
permitié establecer el valor de referencia para casos probables a hipotiroidismo

congénito, realizando asi una deteccion oportuna en el estado de Michoacan.

Tabla 1. Muestra la frecuencia y el porcentaje de cada jurisdiccion (Morelia,
Zamora, Zitacuaro, Patzcuaro, Uruapan, La Piedad, Apatzingan, Lazaro

Cardenas) de acuerdo a la interpretacion de resultados.

INTERPRETACION
SOSPECHOSO NORMAL Total
JURISDICCION 1 Frecuencia 76 2543 2619
% del total 67% 22.4% 23.1%
2 Frecuencia 55 1525 1580
% del total 49% 13.5% 13.9%
3 Frecuencia 11 1342 1353
% del total 10% 11.8% 11.9%
4 Frecuencia 17 1418 1435
% del total A15% 12.5% 12.7%
5 Frecuencia 42 1967 2009
% del total 37% 17.4% 17.7%
6 Frecuencia 16 767 783
% del total A4% 6.8% 6.9%
7 Frecuencia 22 929 951
% del total 19% 8.2% 8.4%
8 Frecuencia 35 565 600
% del total 31% 5.0% 5.3%
Total Frecuencia 274 11056 11330
% del total 2.42% 97.6% 100.0%

p.Q.F.B. Fabiola Carballo Martinez Pag. 45



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTADA DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA

En la grafica 1 se observa el porcentaje de las muestras analizadas de enero a
junio de 2011 por jurisdiccion en el estado de Michoacan.

INTERPRETACION

Il SOSPECHOSO
B NORMAL

Frecuencia

1 2 3 4
JURISDICCION

Grafica 1. Muestra la frecuencia y el porcentaje de los resultados obtenidos tanto
normales como sospechosos para la jurisdiccion 1, 2, 3, 4, (Morelia, Zamora,
Zitacuaro, Patzcuaro).
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Frecuencia

JURISDICCION

Grafica 2. Muestra la frecuencia y el porcentaje de los resultados obtenidos tanto
normales como sospechosos para la jurisdiccion 5, 6, 7, 8, (Uruapan, La Piedad,
Apatzingan, Lazaro Cardenas).
Al ser analizadas se establece un valor de referencia menor de 7,5 como normal y
de 7,6 a 8,9 para casos que arrojan resultados en zona de ambiguedad (zona gris)
y un valor de 9,0 para los casos sospechosos, obteniendo los siguientes
resultados:
e De las muestras procesadas 11053 equivalen al 97.6% de la poblacion los
cuales resultaron normales,
e 41 muestras se obtuvieron dentro de la zona gris con un porcentaje del
0.4%
e 236 que corresponde al 2.1% las cuales fueron reportadas como casos

probables y/o sospechosos.
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TABLA 2. Porcentajes de las muestras analizadas de acuerdo a los resultados
obtenidos de la jurisdiccion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 (Morelia, Zamora, Zitacuaro,

Patzcuaro, Uruapan, La Piedad, Apatzingan, Lazaro Cardenas).

Frecuencia Porcentaje Porcentaje acumulado
Validos NORMAL 11053 97.56 97.56

ZONA GRIS 41 0.36 97.9
SOSPECHOSO 236 2.08 100.0
Total 11330 100

2

©

=

[}

2

o

o

NORMAL ZONA GRIS SOSPECHOSO

INTERPRETACION

Grafica 3. Porcentajes de las 11330 muestras analizadas en el periodo de enero a
junio de 2011 de acuerdo a la interpretacion de resultados correspondientes a la
jurisdiccion 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8.
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Realizado el analisis de las 11330 muestras recolectadas como parte del
programa de Tamiz Neonatal se establece un valor de referencia de 9 pU/L para el
percentil 98, en el Estado de Michoacan. Asi, cuando en el laboratorio de Tamiz
Neonatal se obtenia resultados de TSH mayor o igual 9uU/L se daba aviso al

endocrindlogo, quién realiza la evaluacion clinica del paciente.

Estadisticos

Tabla 3. Percentiles calculados

N Validos 11330
Perdidos 0

Percentiles 98 9.246426
99 15.343441
99.5 24.049514
99.8 38.615962
99.9 52.257625
99.96 110.346408
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HISTOGRAMA POBLACIONAL DE TSH NEONATAL EN MICHOACAN
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4000
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0 + 20 + 40
CUANTIFICACION DE TSH MU/L

Grafica 4. Muestra la distribucion poblacional de recién nacidos tamizados en el
Estado de Michoacan para la hormona estimulante de la tiroides (TSH).
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17.- DISCUSION DE RESULTADOS

La prevalencia mundial de Hipotiroidismo congénito es de dos a tres casos por
cada 10 000 (1:2 000 a 1:3 000) Recién nacidos®*.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta una incidencia de
hipotiroidismo congénito en el Norte de América 1:3,600, en Europa 1:6,000 a
1:7,000, y en México 1:2,800%.

La incidencia mundial del Hipotiroidismo congénito va de 1:3,000 a 1:4,000 recién

nacidos, siendo mas frecuente en hispanos y nativos americanos que en negros®.

En Estados Unidos de América en la poblacion de origen “hispano” se llegan a

presentar hasta 5.28 casos por cada 10 000 en recién nacidos (1:1 894)".

En México, en un estudio transversal retrospectivo (2001-2002), se encontré una

prevalencia del 4.12 casos por cada 10,000 recién nacidos?®.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos para TSH en la que se
incluyen 11330 muestras en papel filtro de recién nacidos, en el Estado de
Michoacan, pertenecientes a la jurisdiccion 1 de Morelia, 2 de Zamora, 3 de
Zitacuaro, 4 de Patzcuaro, 5 de Uruapan, 6 la Piedad, 7 de Apatzingan y 8 de
Lazaro Cardenas. En el periodo de enero a junio del 2011, las cuales fueron
procesadas en el departamento de Tamiz Neonatal del Laboratorio Estatal de
Salud Publica del Estado de Michoacan.

En el departamento de tamiz neonatal se establecieron 3 rangos de referencia en
primer lugar los valores obtenidos para la concentracién de TSH menores a 7.5
MU/L se consideraron como normales, en segundo lugar se encontraban las
concentraciones de 7.6 a 8.9 yU/L a las muestras con resultados dentro de estos
valores se consideran que se encuentran dentro de una zona de ambiguedad lo
que significa que son casos probables a que el recién nacido pueda presentar la
patologia, y en tercer lugar los resultados obtenidos con concentraciones de TSH

mayores a iguales a 9 yU/L ya eran consideradas como sospechosas.
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De las 11330 muestras procesadas 11053 son normales lo que corresponde al
97.56%, 41 dentro de la zona de ambigledad que es el .36%, y para casos
sospechosos 236 lo que equivale al 2.1% de la poblacion. Encontrando que en el
Estado de Michoacan 1 de cada 2226 recién nacidos pueden desarrollar
hipotiroidismo congénito.

Las muestras con resultados dentro de la zona de ambigledad y sospechosos, se
procesan nuevamente por duplicado y aquellas con valores consistentemente
altos (mayores o iguales a 9,0 pU/L) se re reportan como sospechosos. Y son
canalizados con las autoridades sanitarias para su seguimiento. Solo 3 resultaron
como casos positivos a ellos se les realizd un perfil tiroideo como prueba
confirmatoria, en la que se determina tirotropina (TSH), tiroxina total (T4t) y tiroxina
libre (T4L). Se trata de un caso de HC cuando los resultados indican: TSH mayor
de 4,0 pU/ml, Tiroxina libre (T41) menor de 0,8 ng/dl, Tiroxina total (T4t) menor de
4 ug/dl.

Establecido el valor de referencia de 9,0 pU/L junto con el perfil tiroideo indicado y
recomendado en estos casos nos permitié la deteccion temprana e intervencion
oportuna de los casos positivos. Para asegurarle al recién nacido un
neurodesarrollo 6ptimo, crecimiento, desarrollo puberal y favorecer la adquisicion
de habilidades y destrezas, para fortalecer los vinculos afectivos e intelectuales

del binomio madre-hijo°.
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18.- CONCLUSIONES

1. Se establece un valor de referencia en pacientes recién nacidos en el

Estado de Michoacan.

2. El valor de referencia propuesto en la investigacion es de 9uU/L.

3. Con el valor de 9uU/L contribuimos a la disminucién de las consecuencias

de la discapacidad secundaria a Hipotiroidismo Congénito.

4. Los pacientes con resultados de 9uU/L son canalizados con las autoridades

sanitarias para su seguimiento.
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19.- ANEXOS

Contenido del kit

N —

N o o bk~ w

9.

. 10 microplacas recubiertas con anticuerpo

Conjugado anti-hTSH-HRP 2.5mL concentrado 100x, peroxidasa de rabano
picante conjugada anti-TSH que contiene Kathon como conservador.
Diluyente conjugado, 250mL solucion bufer de sal anti- TSH

Fluorégeno HPPA 4x 500mL

Diluyente para HPPA fluorégeno 45mL

Solucion de parada 150mL bufer de glicina concentrado

Solucion de lavado 220mL concentrado 10x que contiene Bronidox como
conservador

Calibradores de la A — F papel filtro de grado 903 1 hoja, calibradores listos
para su uso, 5 conjuntos.

Controles C1 — C2 papel filtro de grado 903 1 hoja listo para su uso.

10.Cubiertas de incubacién de plastico para microplaca 10 piezas.

11.Hojas con valores para controles y calibradores 10 piezas.
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Tabla 4. Preparacion de reactivo

REACTIVO PREPARACION ESTABILIDAD DE
REACTIVOS
1 microplacas cubiertas Listas para su uso
2 Anti TSH-HRP
3 Diluyente conjugado
*Solucién conjugada Ver tabla 4 Desechar solucion
conjugada no utilizada
4a Fluorogeno HPPA
4b Diluyente para
fluorégeno HPPA
*Solucion sustrato Ver tabla 4 Desechar solucion de
sustrato no utilizada
*solucién de lavado Diluir 110 con agua
destilada
Calibradores de hTSH
Listos para su uso
Controles de hTSH
Solucion de parada Diluir la solucibn de | Desechar solucidon de
parada 1:2 con agua | parada no utilizada
destilada
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Tabla 5. Cantidades a utilizar para la preparacion del conjugado de acuerdo al

numero de placas que se estan procesando.

No de placa Conjugado anti-hTSH Diluyente conjugado (3mL)
HRP (2 mL)

1 0.24 24
2 0.42 42
3 0.62 62
4 0.82 82
5 1.00 100
6 1.20 120
7 1.38 138
8 1.58 158
9 1.76 176
10 20 200
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Tabla 6. Cantidades a utilizar para la preparacion del sustrato de acuerdo al

numero de placas que se estan procesando.

No de placa Fluorégeno de HPPA | Diluyente (4b)mL
(4a) mL
1 20 4
2 37.5 7.5
3 55 11
4 70 14
5 85 17
6 100 20
7 117.5 23.5
8 135 27
9 150 30
10 170 34
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Procedimiento de la prueba
Preparaciones preliminares

e Llevar los reactivos a temperatura ambiente (+20 °C a + 25°C) antes de

iniciar el ensayo

e Rotular placas con el numero asignado del proceso
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PASO |

e Perfore los discos de 3mm que contengan controles y calibradores de
sangre en la placa.

e Perfore los discos de 3 mm de las muestras de los pacientes en los pocillos
de la microplaca.
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PASO Il

e Agregue 200 pL de anti-TSH-HRP conjugado.
Observacion: Asegurese de que los discos estén empapados

apropiadamente.
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e 3 horas (+/- 5 min) a RT en la obscuridad con velocidad de agitacion de
650rpm o 15 min (+/- 5 min) a RT en la obscuridad con velocidad de
agitacion de 650 rpm y después dejar pasar la noche (18+/-2hr) a + 4 °C sin

agitacion.

PASO Il

e Retire los discos y el liquido,

después lave 4 x 300l

PASO IV

e Agregue 200 ul de solucion de
sustrato
e Incube 60 min a RT en la

obscuridad agitando a 650 rpm
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PASO V
e Agregue 100 pl de soluciéon de
parada
e Mida inmediatamente la

fluorescencia en el Fluoroskan

Ascent
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Los resultados se presentan como valores cuantitativos. Los calibradores se
preparan a partir de sangre humana con un valor de hematocrito de 50% a 55% y

calibrados por ejemplo de la siguiente manera?®;

Calibradores Valores en sangre

A 0,2
B 6,2
C 13,6
D 40,1
E 58,6
F 76,5

Valores de control de calidad

Los valores esperados para los controles son:

Controles Valores en sangre Rangos en sangre
C1 59 <8,5
C2 16,5 9,1-24,0

Los resultados de las pruebas solo se aceptaran si se alcanzan los valores

esperados para los controles.
Valores esperados e interpretacion de resultados

La discriminacion entre sujetos normales y presuntos positivos para hipotiroidismo

congénito se basa en un valor limite para TSH 9 pyU/L.
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Material a utilizar para la toma de la muestra en tamiz neonatal

e Alcohol etilico al 70%
e Guantes

e Lanceta esteéril

e Algodon estéril

e Papel filtro whatman 903
Procedimiento

e Inmovilizar el pie

e Limpiar el area a puncionar (se selecciona el area lateral ya que es una
zona con numerosos capilares que aporta buena cantidad de sangre,
ademas se evita lesionar el hueso calcaneo.

¢ Introducir la punta de la lanceta con un sélo movimiento rapido y seguro

e La gota de sangre debe ser suficiente, uniforme e impregne la cara
posterior de la tarjeta de papel filtro

e Colocar la gota de sangre en el circulo del papel filtro, evitando el contacto
con el talon del bebe

e Esperara que caigan las nuevas gotas de sangre para llenar los circulos
faltantes

e Al término, levantar el pie del bebe por arriba del nivel del corazén y
presionar el area de la puncion con un algodon limpio y seco.

e Dejar secar la muestra por 3 horas a temperatura ambiente, no exponer a
calor directo ni utilizar medios fisicos.

e Evitar tocar con las manos las gotas de sangre para evitar contaminar el
papel y la muestra.

e Envolver las muestras en papel destraza y/o papel cebolla.

e Ultilizar desecantes para proteger las muestras de la humedad.

e Empacarlas en un sobre bien identificado para su envi6 al laboratorio.
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Caracteristicas del papel filtro

Desde los primeros estudios del Dr. Guthrie en 1963 y durante las ultimas tres
décadas, el papel filtro es 100% algodon puro de calidad controlada para
absorcién (peso basico 185 g/mz, grosor 0.545 mm., absorcién en agua 4.7
mL/100cm?, cenizas 0.06%), utilizado para recoleccion uniforme de las muestras
de gotas de sangre, ha sido seleccionado en casi todos los paises como el medio
ideal para este fin. El papel debe cumplir con estas caracteristicas y estar

registrado en la SSA ', figura 8.

Numero de folio

100% algoddn

\ LK
* i |

Tinta indeleble, lineas 2009 SS A 00 Obooo

discontinuas

"‘l

Minimo 30 pL/gota

f-'h

Whatman 803° ﬂ. NO51 ¢
#"H
\ .
a 1
1
:

Grosor de 0.5mm

Fig. 10. Papel filtro especifico para la toma de muestra (whatman 903).
Departamento de Tamiz Neonatal, Laboratorio Estatal de Salud Publica, Morelia

Michoacan.
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Ficha de identificacion

La figura 9 muestra los datos que la madre debe proporcionar para el llenado de la
ficha de identificacion del recién nacido al que se le tomaran las muestra de

sangre en la Tarjeta Guthrie?.
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Fig.9 Tarjeta Guthrie. Departamento de Tamiz Neonatal, Laboratorio Estatal de

Salud Publica, Morelia Michoacan.
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Toma de muestra

Se utilizan muestras de sangre seca (gotas) obtenidas de la puncion de talén (fig.
10), que son colocadas en papel filtro para su transporte al laboratorio, la toma de
la muestra debe realizarse en un periodo de 72 horas después del nacimiento ya
que en este lapso de tiempo el recién nacido a obtenido una alimentacion
completa y esto nos va a ayudar a la identificacion de analitos presentes en la
muestra una muestra tomada prematuramente antes de las 72 horas podria dar
resultados incorrectos debido a la alimentacion incompleta, y es posible que el

metabolismo no funcione correctamente?®.

Fig. 10 Lugar adecuado a puncionar para la toma de la muestra en el recién

nacido. www.renapred.org.mx
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Muestras inadecuadas

« Son aquellas muestras que no cumplen con los estandares de calidad y por
consiguiente no es apropiada para analizarla (fig.11), una muestra
inadecuada puede causar retraso en la deteccion y tratamiento de los nifios
afectados. Las razones porque se puede considerar que la muestra es

inadecuada son?®:

Muestra insuficiente

Muestra maltratada o desgastada
Muestra con apariencia de recién tomada
Muestra saturada

Muestra diluida o contaminada

Muestras con anillos de suero

Muestra coagulada

Muestras deshidratas que no eluyen

Muestras con mala absorciéon

NS N N N N N N NN

Muestras con doble gota

\ \ \
\ V 1=\ L /

Fig.11 Muestra inadecuada. Departamento de Tamiz Neonatal, Laboratorio Estatal

de Salud Publica, Morelia Michoacan.
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Muestra insuficiente

Causas:

e Se quitd el papel filtro antes de que la sangre llenara por completo el circulo
0 antes de que se absorbiera hasta el segundo lado.

e Se aplico la sangre con un tubo capilar.

e Antes o después de la obtencion de la muestra de sangre, el papel filtro
entré en contacto con las manos o con sustancias tales como locion para

las manos o talco.
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Muestra maltratada o desgastada

e Manejo deficiente.

[ SSA1 334% $48:903% LOT # W-01

\ ,ms-m,ama;'—“" - .‘..Q
’ \9. /.// "‘ /(9/

e -

oe\e @ o o ....‘

Muestra complementada Muestra reconstruida

con corrector de textos con cinta micropore

F

Muestra batida
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e Se envio la muestra por correo antes de dejarla secar durante un minimo de

4 horas.

Muestra saturada

S&S 503% LOT # W-011/2003

e El mismo circulo del papel filtro entr6 en contacto con gotas de sangre mas
de una vez.

e Se aplicoé sangre a ambos lados del papel filtro.
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e Se apretd la zona que rodea el
Muestra contaminada o diluida area de puncion.

e Antes o0 después de Ila

obtenciéon de la muestra, el

papel entré en contacto con las

manos o sustancias tales

como alcohol, soluciones

antisépticas, agua, locion para

las manos, talco, etc.

e Las manchas de sangre se

w SSA0760017 = SSAD151692

v 0 ] Vi o 0 [E5T) Wt sccn

0000 Q0@
aiah 1 1 X 1

expusieron al calor directo.

Muestras con anillos de suero e La muestra no se secod
correctamente.
e No se seco el alcohol del area e Se utilizé un tubo capilar para
de puncion antes de |la aplicar la sangre al papel filtro.
puncion.

e El papel filtro entré en contacto
con alcohol, locién, etc.

e Se apretd excesivamente la
zona que rodea el area de

puncion.
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) SSA1 320307
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Muestras con coagulos

e Se aplicd sangre al papel filtro, S 003% LOT # W-011/2003

probablemente con un I

dispositivo (jeringa o tubo
capilar).

Sin muestra

e Cuando no se logra obtener una muestra de sangre.
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A
x SSA 0000000

Muestras adecuadas

Son aquellas muestras que tiene iguales caracteristicas y composicion que la
sangre del recién nacido, es representativa, reune todos los aspectos para su
analisis correspondiente y q nos garantiza la obtencion de resultados precisos
(fig.12)%.
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Fig.12 Muestra adecuada. Departamento de Tamiz Neonatal,

Laboratorio Estatal de Salud Publica, Morelia Michoacan.

La correcta aplicacion de los procedimientos de toma de muestra asegura la
obtencién de resultados confiables en los métodos de laboratorio, (la finalidad es

reducir el numero de muestras rechazadas por mala calidad)18.
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