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RESUMEN
La determinacion de 17-a hidroxiprogesterona (17 OHP), utilizada en la pesquisa
neonatal para Hiperplasia Adrenal Congénita, esta influenciada por variables como peso
al nacer, edad gestacional y edad cronologica.
Objetivos: Obtener una linea de corte de 17 OHP adecuada para la deteccidon neonatal
de Hiperplasia Adrenal Congénita y mejorar la relacion costo beneficio del Programa.

Sujetos y métodos: En 31.224 neonatos se determind 17 OHP en sangre entera en papel

de filtro utilizando ultramicroelisa. Las relaciones entre las variables fueron obtenidas
mediante andlisis de regresion.

Resultados: Se obtuvieron valores de referencia de 17 OHP a través de los percentiles
97,5y 99 % para diferentes grupos de recién nacidos considerando peso al nacer, edad
gestacional y edad cronoldgica.

Conclusién: La utilizacion de lineas de corte ajustadas a edad gestacional y peso al
nacer resultd de gran utilidad para mejorar la especificidad diagnéstica y una reduccion

en la tasa de rellamados.

Palabras clave: Hiperplasia Adrenal Congénita- Pesquisa Neonatal-
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INTRODUCCION

La Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC) comprende un grupo de enfermedades
hereditarias autosémicas recesivas, causadas por un defecto en alguna de las enzimas
necesarias para la biosintesis de cortisol con el consecuente incremento en la secrecion
de adrenocorticotrofina (ACTH) y de androgenos. En el 90-95% de los casos es
producida por la deficiencia de la enzima citocromo P450C21 o 21-hidroxilasa (21-
OHD), la cual compromete la biosintesis de cortisol y resulta en la produccion
incrementada de andrégenos adrenales (1-5).

El espectro clinico de la 21-OHD varia desde formas asintomadticas a formas
graves con deshidratacion, alteraciones electroliticas y genitales ambiguos, dependiendo
del grado del déficit enzimatico (6). Se presenta en tres formas clinicas: perdedora de
sal (HAC-PS), virilizante simple (HAC-VS) (ambas descriptas como formas clasicas
(HAC-C)) y una forma de comienzo tardio descripta como forma no clasica (HAC-NC)
(7). La incidencia global de la forma clasica del déficit de 21-hidroxilasa basada en la
deteccion por pesquisa varia segin las diferentes poblaciones siendo el rango muy
variable: de 1/21.270 en Nueva Zelandia a 1/5.000 Recién Nacidos (RN) vivos en
Arabia Saudita. En Estados Unidos la incidencia es de 1/15.981, en Europa 1/14.970 (8)
y en Argentina (Bs As) 1/8.937 (9).

Esta enfermedad constituye una emergencia clinico-metabolica que debe ser
tratada en forma rapida, con el objetivo de evitar la crisis adrenal por pérdida salina
(hiponatremia, hiperkalemia severas) con riesgo de shock hipovolémico y muerte y las

asignaciones erroneas de sexo masculino en nifias RN virilizadas para prevenir las



alteraciones fisicas y emocionales causadas por el exceso de androgenos (pubertad
precoz, talla adulta baja, etc.) (1-5).

El diagnostico neonatal de la HAC por déficit de 21- OH se basa en los signos
clinicos y las pruebas de laboratorio. Estas consisten en la determinacién de la
concentracion de 17 OHP en muestras de sangre seca impregnadas sobre papel de filtro
(pesquisa) y en aquellos casos en que se encuentren valores elevados, su posterior
confirmacion en muestras de suero (10).

El procedimiento diagndstico debe ser rapido y eficiente. La interpretacion de
los niveles de 17 OHP en neonatos ¢ infantes puede constituir un dilema debido a que
estan influenciados por factores tales como edad gestacional (EG), edad cronolédgica en
el momento de la recoleccion de las muestras (EC), sexo, peso al nacimiento (PN),
estrés, y presencia de interferentes esteroideos producidos por la corteza adrenal fetal
(11-15).

En la literatura cientifica no existe acuerdo acerca de cudl es el punto de corte
para definir un resultado de la prueba de pesquisa como normal/anormal. En el
documento de consenso de la European Society for Paediatric Endocrinology y la
Lawson Wilkins Pediatric Endocrine Society se afirma que cada laboratorio de Pesquisa
neonatal para HAC debe establecer sus propios puntos de corte (16).

Con el fin de optimizar la Pesquisa neonatal para HAC los objetivos de este
trabajo fueron:

= Obtener valores de referencia y determinar niveles de corte para 17 OHP
en sangre seca en papel de filtro utilizando ensayo UltramicroELISA en RN de la

provincia de Cérdoba de acuerdo a EG, EC y PN.



= Comparar los beneficios de utilizar un valor de corte segin EG, EC y PN
en términos de la reduccion de las tasas de re-llamados considerando especial

atencion a la poblacion prematura y de bajo peso.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron las muestras de 31.224 neonatos (EC: 0-100 dias, EG: 24-42
semanas, PN: 0,600-5,500 kg), obtenidas por puncion de talon y/o sangre venosa,
recolectadas en papel de filtro Schleicher and Schuell 903 (pulpa de papel corrugado
que retiene particulas de tamafio medio a fino, muy resistente al agua y a acidos débiles
y alcalinos). Estos niflos asistieron para realizarse la Pesquisa Neonatal en el Hospital
de Nifnos de la Santisima Trinidad entre enero de 2007 y diciembre de 2009.

Fueron excluidos del estudio las muestras con un resultado mayor a nuestra linea
de corte, a las que posteriormente hemos citado para tomar una segunda muestra. En
este caso la determinacion de 17 OHP se realizo por radioinmunoensayo previa
extraccion del suero con un solvente organico, para eliminar la posible interferencia de
esteroides.

A todas las muestras de sangre entera se les determin6 los niveles de 17 OHP
por metodologia UltramicroELISA. Este método esta basado en la competencia entre el
antigeno natural (17 OHP) presente en las muestras y el antigeno marcado con la
enzima fosfatasa alcalina (FA) por una cantidad limitada de sitios de union a los
anticuerpos policlonales especificos anti- 17 OHP. El coeficiente de wvariacion
intraensayo fue de 8,2 % para una concentracién de 21,3 nmol/L y de 5,5 % para una
concentracion de 86,7 nmol/L. El coeficiente de variacion interensayo fue de 9,1 % para

una concentracion de 21,3 nmol/L y de 6,4%, para una concentracion de 86,7 nmol/L.



La linea de corte adoptada al comenzar con la Pesquisa de HAC fue de 55
nmol/L (40,15 ng/ml) tal como lo propone el fabricante del equipo (SUMA, La Habana,
Cuba).

Se estudio la influencia de EG, PN y EC sobre las concentraciones de 17 OHP.

Estas variables se obtuvieron de los datos recogidos en la tarjeta de pesquisa.

Posteriormente se evaluaron las citaciones realizadas en diferentes periodos de
tiempo, analizando el % de Falsos Positivos obtenidos al implementar la nueva linea de
corte considerando EG, PN y EC.

- Resguardos éticos

El proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética del Polo Hospitalario con

sede en el Hospital de Nifos de la Santisima Trinidad de Cérdoba.

- Analisis Estadistico:

Se realiz6 un estudio analitico descriptivo retrospectivo. Las relaciones entre las
variables fueron obtenidas mediante analisis de regresion lineal. Dado que los valores
de 17 OHP no se ajustaban a una distribuciéon normal, éstos fueron previamente

transformados a escala logaritmica.

RESULTADOS

La poblacion fue dividida en cuatro grupos: RN pretérmino-bajo peso (PN <
2.500 gy EG <37 semanas), RN pretérmino-peso normal (PN >2.500 g y <37
semanas), RN a término-bajo peso (PN <2.500 gy EG >37 semanas) y RN a término-
peso normal (PN >2.500 g y EG >37 semanas). Los niveles de 17 OHP fueron
diferentes estadisticamente en funcion de la edad al momento de la toma de la muestra
(p<0,001) Figura N° 1. Los valores de referencia de 17 OHP se establecieron a través de
los percentiles de distribucion de frecuencia (P) 97,5 y 99% para los diferentes grupos

analizados.
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Figura N° 1- Distribucion de frecuencia de los valores de 17 OHP (nmol/L) en
funcion de la edad en el momento de la toma de la muestra para los diferentes grupos

analizados. A: P 97,5 %, B: P 99 %.



En la Tabla N° 1 se muestran los valores de corte para 17 OHP en sangre seca en
papel de filtro en los RN pretérmino segin EC, considerando el PN.

Tabla N° 1- Valores de corte para 17 OHP (nmol/L) en RN pretérmino segun EC (dias),

considerando el PN (g) seguin percentiles 97,5 y 99 %.

EC (dias) 17 OHP (nmol/L)
Peso <2.500 g Peso >2.500 g

P 97,5 P 99 P 97,5 P 99

0-1 224,1 308,6 136,5 179,0

2-3 220,6 303,7 133,9 175,6

4-6 216,3 297,8 130,8 171,5
7-10 210,4 289,7 126,5 165,9
11-20 199,2 274,2 118,4 155,2

> 20 161,2 222,0 97,2 127,5

En la Tabla N° 2 se muestran los valores de corte para 17 OHP en sangre seca en
papel de filtro en los RN a término segiin EC, considerando el PN.

Tabla N° 2- Valores de corte para 17 OHP (nmol/L) en RN a término segin EC (dias),

considerando el PN (g) segtn percentiles 97,5 y 99.

EC (dias) 17 OHP (nmol/L)
Peso <2.500 g Peso >25.00 g

P 97,5 P 99 P 97,5 P 99

0-1 109,8 146,5 93,3 121,5

2-3 107,8 143.7 91,9 119,7

4-6 105,2 140,3 90,2 117,5
7-10 101,8 135,7 87,9 114,5
11-20 95,3 127,0 83,4 108,6

> 20 79,5 106,2 72,8 94,9

Con el objetivo de evaluar los nuevos valores de corte para la pesquisa neonatal
de HAC ajustados de acuerdo a EG, EC y PN, analizamos las citaciones realizadas

considerando como punto de corte para 17 OHP el sugerido por el fabricante del equipo,



55 nmol/L. Esta reevaluacion nos permitio determinar que un 80% de ellas no deberia
haber requerido una instancia posterior de evaluacion.

Como se muestra en la Figura N° 2, los porcentajes de Falsos Positivos (% FP)
posteriores a la introduccion de los nuevos valores de referencia (2008- 2009),

mostraron una reduccidn significativa en relacion al periodo previo (2007) (p< 0,01).
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Figura N° 2- Porcentaje de Falsos Positivos (% FP) en diferentes periodos de tiempo (p< 0,01).

DISCUSION

Los valores de 17 OHP mostraron cambios en funcion de la edad al momento de
la toma de la muestra, lo que hace necesario la definicion de percentiles adecuados. Los
resultados obtenidos en este estudio proveen una linea de corte para la metodologia
utilizada por nuestro laboratorio, ajustada a EG y PN, resultando de gran utilidad para
mejorar la especificidad diagnostica de HAC en nuestra poblacion de neonatos.

En Cordoba, la pesquisa de esta patologia se introdujo a través del Programa de
Deteccion de Errores Congénitos del Metabolismo en marzo de 2006 con provision de
equipamiento e insumos. Hasta ese momento, existia en la provincia una infraestructura
desarrollada para la deteccion de Hipotiroidismo Congénito y Fenilcetonuria, en la cual

las normas de procedimientos empleados para las etapas de captacion y toma de muestra



se ajustaban a las necesidades de la asistencia publica sanitaria, y a las condiciones
socioeconomicas de la poblacion. En consecuencia, teniamos un gran nuimero de
muestras extraidas de 16 a 48 hs y a esto se sumaba el importante porcentaje de nifios
nacidos prematuros y/o con un bajo peso. Esta situacion provocdé dificultades al evaluar
los resultados de la pesquisa de HAC, lo que nos llevd a la necesidad de la
determinacion de esta nueva linea de corte.

Es importante considerar que en el RN antes de las 48 h de vida se produce un
aumento fisiologico de 17 OHP en respuesta al estrés propio del parto, por lo que la
muestra debe recolectarse después del segundo dia de vida. En neonatos prematuros
existe una alta incidencia de falsos positivos debido probablemente a una degradacion
de 17 OHP disminuida por inmadurez de la funcioén hepatica, ademas de una produccion
aumentada de 17 OHP a causa del estrés al que estan sometidos los prematuros (17- 24),
siendo dificil definir un valor de corte tnico para todos los neonatos. Por lo tanto, fue
necesario obtener valores referenciales para nuestra poblacion en estudio,
subdividiéndola de acuerdo a EG y PN, a modo de orientar acciones para evitar
rellamados. Un elevado nimero de falsos positivos traen como resultado el
encarecimiento de la pesquisa, incrementando la relacion costo/ beneficio de los
programas y generando angustia y ansiedad en la familia de dichos neonatos.

A cuatro anos de la implementacion de la pesquisa neonatal para HAC en
nuestro Centro de diagnostico, no hemos confirmado ningin neonato con esta patologia.
Steigert y cols. (8) encontraron sesenta pacientes con pesquisa anormal, de los cuales
treinta tuvieron HAC confirmada (VPP 50%), manifestandose sospecha clinica previa
en 15 de estos ultimos. Voltava y cols. (25) analizaron las muestras de sangre al
nacimiento obtenidas en papel de filtro de pacientes con diagnéstico clinico, de

laboratorio y algunos con estudios moleculares del gen CYP 21, previo a la



implementacion de los programas de pesquisa neonatal para HAC y concluyeron que el
100% se hubieran podido diagnosticar al nacimiento.

En un estudio reciente de Grufieiro-Papendiek y cols. (9) se mostrd que de todas
las HAC detectadas por screening neonatal (HAC-PS, HAC-VS) soélo fueron
sospechadas clinicamente el 33% de ellas. En cambio, cuando se analizaron teniendo en
cuenta el sexo de los pesquisados, la sospecha clinica en los varones con HAC fue
bastante menor, s6lo del 25%, ya que en las nifias el hiperandrogenismo es clinicamente
mas evidente.

La obtencion de lineas de corte para la metodologia utilizada, ajustadas a EG y
PN, resulté de gran utilidad para mejorar la especificidad diagnostica y obtener una
significativa reduccion en la tasa de rellamados, especialmente en RN prematuros y de
bajo peso. De este modo se evitarian ademas las repercusiones familiares que derivan de
los resultados falsos positivos, pues la ansiedad generada durante el periodo de
incertidumbre puede alterar la relacion de los padres con sus hijos, ademas de generar

desconfianza en el médico y en el sistema sanitario.
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