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1. HIPOTIROIDISMO CONGENITO PRIMARIO

1.1. DEFINICION Y CLASIFICACION

El hipotiroidismo congénito (HC) se define como la deficiencia de hormonas tiroideas que se

presenta en el nacimiento, que puede ser de causa central o primaria.

El HC primario o tiroideo es la causa mas frecuente de HC. Este tipo de hipotiroidismo es debido a
defectos en el desarrollo de la glandula (agenesia o disgenesia tiroidea) o bien a alteraciones en la
biosintesis de las hormonas tiroideas (dishormonogénesis tiroidea, DT). En la mayoria de los casos
(80%), se detecta un defecto estructural en la glandula tiroidea (ectopia, hipoplasia o agenesia). En
el 20% restante, se suele identificar una glandula tiroidea in situ (GIS) normal o aumentada de
tamanfio. Estos pacientes presentan un defecto genético en la biosintesis de hormonas tiroideas,

que habitualmente se transmite de forma autosdmica recesiva?.

El HC primario también se puede clasificar en permanente o transitorio. EIl HC permanente se refiere
a aquel en el que la deficiencia hormonal requiere un tratamiento para toda la vida y el transitorio
al que presenta una deficiencia hormonal temporal, que se descubre al nacimiento, pero que se

recupera a un estado eutiroideo, normalmente en los primeros meses o afios de vida?.

La Unidad de Endocrinologia Pediatrica del Hospital Maternoinfantil Vall d'Hebron de Barcelona
(HUVH) es el centro de referencia para la confirmacidn del diagndstico y el tratamiento del HC en
Catalufia. La prevalencia del HC segun datos del Programa de Cribado de HC de la Generalitat de
Catalufia es de un caso por cada 2127 recién nacidos, con un total de 159 casos (97 nifias y 62 nifos)
registrados en los uUltimos 5 afios. El 84.3% de los casos son hipotiroidismos permanentes y el resto,
transitorios. En referencia a los hipotiroidismos permanentes, las disgenesias tiroideas representan
el 52.2% de los casos y las dishormonogénesis, el 32.1% restante. Los cambios metodoldgicos en la
dosificacidn de la TSH y la reduccién de sus puntos de corte acontecidos en los ultimos afios parecen

justificar el incremento observado en la prevalencia del HC y en particular de las DT?.
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1.2. ETIOLOGIA

En este apartado se describirdn las distintas etiologias causantes de HC primario, diferenciando

segln si este es permanente o transitorio.

1.2.1. HIPOTIROIDISMO CONGENITO PRIMARIO PERMANENTE

En este apartado se describirdn las distintas etiologias del HC primario de caracter permanente.

1.2.1.1. DISHORMONOGENESIS TIROIDEA

La DT es un grupo heterogéneo de enfermedades hereditarias que se producen a consecuencia del
bloqueo total o parcial de cualquiera de los procesos bioquimicos implicados en la sintesis y
secrecion de las hormonas tiroideas. La DT es la causante de un 10-15% del HC permanente y se
transmite, en general, de forma autosdmica recesiva. Esta condiciéon genera HC con bocio, aunque
este pocas veces se detecta en el diagndstico del recién nacido?. Como se ha mencionado
anteriormente, en nuestro centro, la incidencia de la DT en el HC permanente es el doble (32.1%)

de la que se describe en la literatura.

El conocimiento cada vez mas preciso de los procesos y actividades enzimaticas que intervienen en
la sintesis de las hormonas tiroideas ha permitido identificar un buen nimero de factores de
transcripcién y de proteinas especificamente implicados en la regulacion de la hormonogénesis
tiroidea y que, hasta la actualidad, se concretan en los siguientes: a) defectos de respuesta o
insensibilidad a la TSH (genes TSHR y GNAS); b) defectos en la captacidn y transporte de yodo (gen
NIS/SLC5A5); c) defectos de organificacion del yodo (genes TPO, DUOX2 y DUOXA2); d) defectos en
la sintesis de tiroglobulina (genes TG y TTF1/NKX2-1); e) defectos en el reciclado del yodo o
desyodacién de yodotirosinas (gen IYD/DEHAL1); f) defectos en el transporte de yodo (Sindrome de
Pendred) (genes PDS/SLC26A4 vy, posiblemente, ANO-1) y g) defectos de factores de transcripcion
tiroideos (genes TTF1/NKX2-1, TTF2/FOXE1, NKX2-5 y PAXS).

1.2.1.1.a. Defectos de respuesta o insensibilidad a la TSH

Pueden ser secundarios tanto a mutaciones en el gen del receptor a esta hormona (TSHR,

OMIM:603372) como a alteraciones en su via de sefializacidn, es decir, a defectos en la proteina
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Gsa acoplada a este receptor (gen GNAS, OMIM:139320). Estas alteraciones determinan desde

situaciones de hipertirotropinemia asintomatica hasta hipoplasia de la glandula tiroidea*>.

Las mutaciones con pérdida de funcion o inactivadoras homocigotas o heterocigotas compuestas
del gen TSHR causan resistencia a la TSH, se heredan de forma autosdmica recesiva y se asocian
con 3 fenotipos distintos: resistencia a la TSH totalmente compensada, resistencia a la TSH

parcialmente compensada y resistencia severa no compensada®.

El gen que codifica el TSHR solo se expresa durante el desarrollo tardio del feto, motivo por el cual,
las mutaciones inactivadoras pueden causar hipoplasia, pero no ectopia ni agenesia de la glandula®.
También se han reportado elevaciones leves de los niveles de TSH en individuos que son
heterocigotos para mutaciones inactivadoras del TSHR. Estos pacientes presentan el mismo
fenotipo clinico que aquellos que son homocigotos o heterocigotos compuestos. La mayoria de
ellos presentan tejido glandular eutdpico de tamafio normal. En familias con hipotiroidismo
subclinico no autoinmune de probable herencia autosémica dominante, se deberia considerar este

diagndstico’.

1.2.1.1.b. Defectos en la captacién y transporte de yodo

Se producen por mutaciones del gen NIS/SLC5A5 (OMIM:601843) que codifica una proteina
simportadora de sodio y yodo localizada a nivel de la membrana basal del tirocito. Los neonatos
con defectos en este gen presentan hipotiroidismo asociado a una disminucién en la captacion
glandular de radioyodo. Estos pacientes pueden presentar bocio difuso o nodular, aunque, en la

mayoria de los casos, la glandula es de tamafio normal y el bocio es de aparicion mas tardia®.

1.2.1.1.c. Defectos de organificacion del yodo

En este grupo se incluyen las alteraciones de la yodacién de la tiroglobulina (Tg), que pueden ser
debidas tanto a defectos en la enzima tiroperoxidasa (gen TPO, OMIM:606765), catalizadora de la
oxidacion del yodo intrafolicular (organificacién) y del acoplamiento de MIT y DIT para formar T3 y
T4, como a alteraciones en el sistema de generacion de H,0,. Se han identificado dos oxidasas (gen
DUOX1, OMIM:606758 y gen DUOX2, OMIM:606759), aunque solamente DUOX2 y el factor de
maduracién de DUOX2 (gen DUOXA2, OMIM:612772) se han identificado como factores causales

de alteraciones en la yodacién en algunos pacientes. Los defectos pueden ser totales o parciales.
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En pacientes con hipotiroidismo transitorio y con descargas parciales en el test de perclorato se han

descrito mutaciones en heterocigosis en DUOX2% 4,

1.2.1.1.d. Defectos en la sintesis de tiroglobulina

La Tg es producida por el tirocito y secretada hacia el coloide folicular. Ademas de su funcién de
soporte o matriz para la sintesis de hormonas tiroideas, la Tg es el principal reservorio de hormonas
tiroideas y yodo del organismo. Los defectos en la sintesis de Tg estan determinados por deleciones
o mutaciones del gen TG (OMIM:188450) o por expresién reducida del factor de transcripcién TTF1,
e implican tanto problemas de cantidad como de calidad de su sintesis. Las manifestaciones clinicas
son muy amplias y varian desde el HC a bocios eutiroideos que se pueden manifestar en la edad

adulta®>?e,

1.2.1.1.e. Defectos en el reciclado del yodo o desyodacion de yodotirosinas

Estan causados por las alteraciones de la dehalogenasa tiroidea (gen /YD o DEHAL1; OMIM:612025),
enzima que desyoda los productos yodados intermedios que se producen tras la sintesis de Tg, las
mono- y di- yodotirosinas (MIT y DIT), lo cual permite que el yodo liberado pueda ser reutilizado
para un nuevo ciclo de sintesis hormonal. Clinicamente, los pacientes con alteraciones en el gen
IYD o DEHAL1 pueden presentar hipotiroidismo severo, retraso mental, bocio y concentraciones
circulantes elevadas de TSH y de yodotirosinas, con la aparicion de estas ultimas en orina. Sin

embargo, estos defectos pueden escapar al cribado neonatal del HC'":18,

1.2.1.1.f. Defectos en el transporte del yodo

La transferencia del yoduro en la membrana apical del tirocito esta mediada al menos parcialmente
por un transportador dependiente de cloro. El gen PDS/SLC26A4 (OMIM:605646) codifica esta
proteina transportadora, denominada pendrina. Los defectos en el transporte de yodo o Sindrome
de Pendred se caracterizan por sordera neurosensorial y bocio. Recientemente, se ha identificado
un nuevo transportador de yodo a este nivel, denominado anoctamina-1 (gen ANO-I;
OMIM:610108), que parece mediar el transporte del yodo de manera independiente a la

pendrina®®?°,
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1.2.1.1.g. Defectos de factores de transcripcion tiroideos

Los factores de transcripcidon especificos del tiroides, conocidos como TTF1/NKX2-1 (OMIM:
600635), TTF2/ FOXE1 (OMIM: 602617), NKX2-5 OMIM: 600584 y PAX8 (OMIM: 167415) se han
relacionado con alteraciones disgenéticas de la glandula y/o con defectos de transcripcidn
tiroideos. Estas proteinas nucleares no participan directamente en los procesos de sintesis
hormonal de la célula tiroidea, pero reconocen lugares de unién en los promotores de los

principales genes tiroideos (TG, TPO, TSHR y NIS/SLC5A5) facilitando la transcripcién de estos?!.

1.2.1.2. DISGENESIA TIROIDEA

La disgenesia tiroidea representa alrededor del 80% de los casos de HC primario’ y, segun los datos

de nuestro centro, representa mas de la mitad de los casos de HC permanente.

La ectopia tiroidea se refiere a una glandula que se encuentra en una localizacion anémala. Esta
condicidn representa dos tercios del HC disgenético. El otro tercio restante corresponde a

hipoplasias y agenesias tiroideas?.

La incidencia de disgenesia tiroidea familiar no es habitual, por lo que siempre se ha considerado
una enfermedad esporddica debida a causas no genéticas como factores ambientales o eventos

fortuitos durante la embriogénesis?.

Sin embargo, el conocimiento cada vez mayor del HC ha revelado que las causas genéticas no se
detectan solamente en los pacientes afectos de DT, sino también en pacientes con defectos del
desarrollo glandular, si bien las bases moleculares de este trastorno son todavia poco conocidas.
Se han detectado pocos casos familiares de disgenesia tiroidea y se ha reportado discordancia hasta

en gemelos monocigotos?.

Aungque la frecuencia de mutaciones genéticas en los pacientes afectos de disgenesia tiroidea es
baja (aproximadamente un 2%), se han implicado diversos genes en esta patologia. Estos incluyen
los genes PAXS8, TITF-2 (FOXE1), TITF-1 (NKX2-1) y NKX2-5. Estos genes codifican para factores de
transcripcién que se expresan durante la embriogénesis y que, ademas, participan en el
funcionalismo de la glandula madura. Estos factores de transcripcion también se expresan en otros
organos durante la embriogénesis, como por ejemplo el rifidon y el pulmoén, motivo por el que,
algunas mutaciones en estos genes, causan fenotipos sindromicos que se asocian a su expresion

tisular (Tabla 1). Cabe destacar que, aunque PAX8 se expresa en el sistema renal, las mutaciones
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de este gen que causan disgenesia tiroidea e HC con glandula en situacién eutdpica no suelen ir

acompafiadas de otras anomalias congénitas?.

GEN MUTADO CLINICA ASOCIADA

TITF-2 Disgenesia tiroidea, atresia de coanas, fisura palatina, pelo de punta
TITF-1 HC, distrés respiratorio, ataxia, corea benigna

NKX2-5 HC, malformaciones cardiacas

PAX8 Disgenesia tiroidea, malformaciones renales y ureterales

Tabla 1. Genes implicados en disgenesia tiroidea y clinica asociada. Extraido de 2.

1.2.2. HIPOTIROIDISMO CONGENITO PRIMARIO TRANSITORIO

En este apartado se describirdn las distintas etiologias del HC primario de caracter transitorio.

1.2.2.1. ANTICUERPOS BLOQUEANTES DEL TSHR

El HC causado por anticuerpos bloqueantes del TSHR representa aproximadamente un 1-2% del

total de recién nacidos diagnosticados de HC%.

Estos anticuerpos se desarrollan en el contexto de enfermedad autoinmune materna, como la
enfermedad de Graves o la tiroiditis linfocitaria crénica. Son anticuerpos de clase IgG que se dirigen
contra el receptor de la TSH de las células foliculares, bloqueando su accién. Provocan
hipotiroidismo en el feto y en el recién nacido por paso transplacentario, bloqueando el acceso de
la TSH a sus receptores. El hipotiroidismo en el recién nacido se resuelve cuando los anticuerpos
maternos desaparecen de su sistema circulatorio, hecho que suele suceder entre los 3y 6 primeros

meses de vida?*.

1.2.2.2. DEFICIENCIA O EXCESO DE YODO

A escala global, la deficiencia de yodo es la causa mas comun de HC transitorio, particularmente en
recién nacidos prematuros. Estos nifios estdn expuestos a un riesgo mas elevado, ya que sufren
deprivacién de los suplementos de yodo maternos de forma prematura, hecho que causa un

acumulo insuficiente de yodo en la glandula tiroidea, elemento indispensable para la sintesis
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hormonal. Existe una variacién altamente significativa en la deficiencia de yodo entre paises e
incluso dentro de un mismo pais®*. En la declaracién de Cracovia sobre el yodo del 2018 se
menciona que en Europa la deficiencia de yodo durante la gestacion y la lactancia es frecuente.
Ademas, los autores estiman que alrededor del 50% de los recién nacidos en nuestro continente

estan expuestos a deficiencia de yodo, con los defectos neurocognitivos que esto conlleva®.

El efecto Wolff-Chaikoff, inducido por el exceso de yodo, es una inhibicidn transitoria de la sintesis
de T4. Este efecto dura aproximadamente 10 dias y, posteriormente se reinicia la hormonogénesis
con la recuperacion de la organificacién del yodo?*. Tanto el feto como el recién nacido son muy
sensibles a este efecto inhibidor sobre la hormonogénesis que se produce cuando hay un exceso
de yodo, ya sea administrado a la madre durante la gestacién o la lactancia o directamente sobre
el bebé. Esto se produce porque el sistema de escape del efecto inhibidor del yodo no madura antes
de las 36 semanas de gestacién. Algunas de las fuentes de yodo que pueden provocar este efecto
incluyen farmacos (amiodarona, yoduro potasico), radiocontraste yodado y soluciones antisépticas

(povidona yodada) utilizadas para el lavado de la piel®.

1.2.2.3. FARMACOS ANTITIROIDEOS MATERNOS

Los farmacos utilizados para el tratamiento de la enfermedad de Graves (metimazol vy
propiltiouracilo), atraviesan la barrera placentaria e inhiben la produccion hormonal del feto. Estos
efectos suelen mantenerse hasta 2-3 semanas después del nacimiento, momento en el que dichas
drogas se eliminan de la circulacion sanguinea del recién nacido. El hipotiroidismo del recién nacido

se resuelve de forma espontanea y no suele requerir tratamiento, a no ser que sea severo®.

1.2.2.4. MUTACIONES EN DUOX2/DUOXA2

El fenotipo clinico de los pacientes afectos de HC primario con mutaciones en los genes
DUOX2/DUOXAZ2 puede ser muy variable. Estos pacientes tienen una glandula tiroidea de tamafio
grande o normal y que se encuentra normosituada. A nivel funcional, presentan grados variables

de hipotiroidismo primario, que puede ser permanente o transitorio®.

El hipotiroidismo generado por las mutaciones bialélicas y monoalélicas en este gen, se produce
por una produccidn insuficiente de H,O, y el subsiguiente déficit de secrecién de hormonas
tiroideas®®. Las mutaciones bialélicas inactivadoras del sistema DUOX2 se consideran las causantes
de las formas graves y permanentes de HC, mientras que las monoalélicas, se asocian a un

hipotiroidismo mds leve y de caracter transitorio®. Sin embargo, se ha demostrado que las
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mutaciones bialélicas también pueden presentarse como un hipotiroidismo de -caracter

transitorio?’.

La variabilidad clinica en estos pacientes se podria explicar por otros mecanismos secundarios,
como por mutaciones en genes reguladores, por mutaciones coexistentes en otros genes, por

factores nutricionales y ambientales o por otros factores epigenéticos?.

1.3. CRIBADO NEONATAL DEL HIPOTIROIDISMO CONGENITO

El primer programa de cribado neonatal para el HC se desarrollé en Canada en el afio 1973 y, desde
entonces, ha sido la prueba gold standard para diagnosticar de manera precoz el HC y, de esta

manera, reducir significativamente las secuelas neuroldgicas derivadas de esta patologia.

De acuerdo a los criterios de la OMS sobre el cribado de enfermedades en el periodo neonatal, la
prioridad del cribado neonatal del HC es detectar el hipotiroidismo primario e iniciar el tratamiento
sustitutivo con hormonas tiroideas lo antes posible. El objetivo del programa no es solo el HC severo
y permanente (objetivo principal), sino también el HC en sus formas moderadas permanentes o
transitorias (objetivos secundarios) ya que estas también se benefician de un diagndstico y

tratamiento precoz?.

Antes de la llegada de los programas de cribado neonatal, el HC se diagnosticaba de manera tardia
y a través de la clinica. La incidencia de la enfermedad previa a la aplicacién del cribado neonatal

oscilaba entre 1:7000-1:10 000, aumentando hasta 1:3000-1:4000 tras su instauracidn?.

Existen dos métodos distintos para el cribado neonatal del HC dependiendo de qué determinacién
se realice en primer lugar. En el primero, se determina la TSH de manera aislada y en el segundo la
T4. Ademas, cada vez mas programas de cribado utilizan un método combinado de determinacion
primaria conjunta de TSH y T4. Este ultimo método combinado es el que se considera ideal segin

la AAP (Academia Americana de Pediatria, www.aap.org)%.

La estrategia utilizada en Espafia es la determinacién primaria de TSH. Este método es el que se
considera mas sensible para la deteccion del HC primario segun la ESPE (Sociedad Europea de

Endocrinologia Pediatrica, www.eurospe.org)*°.
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1.3.1. ESTRATEGIAS DE CRIBADO
1.3.1.1. DETERMINACION PRIMARIA DE TSH

La determinacién primaria de TSH es el test mads sensible para la deteccidon del HC primario y deberia

considerarse la determinacién bioquimica mds importante en cualquier programa de cribado*°.

Con esta estrategia se detectan la mayor parte de los casos de HC primario, sin embargo, se pueden
infradiagnosticar otras anomalias como el HC central (secundario o terciario), la hipotiroxinemia, la
deficiencia de thyroxine-binding globulin (TBG) y la elevacion tardia de TSH que se presenta en los

nifios prematuros3Z.

Muchos programas de cribado han empezado a reevaluar su estrategia y algunos han modificado
su abordaje diagndstico en base a decidir si su objetivo es detectar casos sélo de HC primario o bien
casos de HC primario y otros trastornos tiroideos. La mayoria de programas de cribado de Norte-
América, Europa y Australia han cambiado su estrategia, pasando de la determinacion primaria de
tiroxina libre (FT4) a la determinacién primaria de TSH. Este hecho se debe, en parte, a que el

objetivo mas importante del cribado neonatal es detectar a nifios con HC primario.

Los puntos de corte para la TSH en los distintos programas de cribado del HC alrededor del mundo
varian de 5 a 20 mUI/L. La definicidn de estos valores esta basada en el analisis conjunto de variables
como el protocolo de cribado (TSH, FT4 o ambas), el tipo de muestra recogida (sangre de corddn,
sangre de taldn), la edad de recogida de la muestra (< 48 o > 48 horas de vida), asi como también

las caracteristicas regionales (p. ej. déficit de yodo)3..

Las técnicas de laboratorio actuales, entre las cuales se incluyen el inmunoensayo enzimatico
(ELISA), la quimioluminiscencia y el fluoroinmunoensayo, han mejorado notablemente su
sensibilidad en los ultimos afos y han adquirido el potencial para una mejor diferenciacién entre
los valores normales y anormales de TSH. Como consecuencia directa de este avance en los
métodos analiticos, se ha recomendado situar en valores mas bajos el limite superior del rango de

normalidad de la TSH%.

Con la aplicacién de esta medida, se ha reportado un incremento en la incidencia del HC®C. Se ha
demostrado que reduciendo los puntos de corte de 20 mUI/L a 10 mUI/L se incrementa
significativamente la deteccion de casos de HC primario leve. Ademas, la mayoria de estos casos
corresponden a HC permanente, hecho que indica que un valor de entre 10-20 mUI/L en el cribado
no es necesariamente predictor de un HC transitorio. El estudio etioldgico de estos casos de HC leve

demuestra que en su amplia mayoria (alrededor del 70-80%) corresponden a defectos funcionales
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(dishormonogénesis) con glandula in situ®?* Asimismo, la ectopia y la hipoplasia tiroidea
ortotdpica pueden presentarse con fenotipos heterogéneos, incluyendo formas de incremento leve

de TSH al nacimiento®.

Con la determinacidn primaria de TSH, la necesidad de repetir la prueba es baja, pues la tasa de
segundos avisos con el fin de recoger una segunda muestra es aproximadamente del 0.05%, lo que

viene a suponer que por cada caso detectado serdn avisados por segunda vez 2 nifios®.

1.3.1.2. DETERMINACION PRIMARIA DE T4

Este método consiste en analizar los niveles de T4 con medicidn adicional de niveles de TSH en los

casos con baja concentracion de T4.

Con esta estrategia, ademds de detectar hipotiroidismo primario, se pueden detectar otras
patologias mucho menos frecuentes que ésta, como son el déficit de TBG y el hipotiroidismo

central, la incidencia de las cuales oscila alrededor de 1:5000-10 00 y 1:50 000 respectivamente?®.

Sin embargo, la deteccién del HC central con este método genera un alto nimero de falsos

positivos, debidos al déficit de TBG y al déficit transitorio de T4 en los recién nacidos criticos®®.

En un estudio realizado en Holanda, se afiadid la determinacidon de TBG en las muestras con valores
de T4 por debajo de 1.6 desviaciones estandar (DE). La ratio T4/TBG se utilizd como medida
indirecta de la concentracién de FT4. La medicion de TBG, afiadida a la determinacion de T4 en los
casos indicados, reveld una incidencia de HC central de 1:16 404, bastante mas elevada que la
reportada con anterioridad, concluyendo también, que esta técnica resultaba econdmica y efectiva

para la deteccién del HC¥38,

La medicion de FT4 mediante inmunoensayo enzimatico se puede considerar equivalente a la ratio

T4/TBG™®.

1.3.1.3. DETERMINACION CONJUNTA DE TSH Y T4

Este método se basa en la determinacion conjunta de TSH y T4 al mismo tiempo en la misma

muestra de sangre de taldn.

Aungue no es el objetivo primario del cribado neonatal, con esta estrategia se detecta el HC central

(secundario o terciario). El HC central no se puede cribar con el andlisis de la TSH aislada, ya que

11
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este se presenta con niveles de TSH disminuidos, inapropiadamente normales o incluso ligeramente

elevados (elevaciéon TSH inmunoreactiva con bioactividad baja)*.

En un estudio en el que se afiadid la determinacion de T4 a la TSH, se observé una incidencia de HC
central de 1:22 573. Adema3s, los 3 casos detectados de HC central en el estudio, estaban afectos
de deficiencia combinada de hormonas pituitarias, entidad considerada potencialmente grave y de
diagndstico tardio. Los autores concluyen que, aunque las secuelas pueden ser menos graves que
en el HC primario, la deteccién precoz del HC central permite detectar y tratar otras deficiencias
hormonales con comorbilidad asociada y, aunque faltan estudios de costo-efectividad,

recomiendan la inclusion de la estrategia combinada en los programas de cribado®'.

Se ha demostrado la utilidad de la determinacién conjunta de TSH y T4 para identificar casos de HC
central transitorio, como puede ocurrir en casos de madres con situacion hipertiroidea durante el
embarazo y casos de HC primario con elevacidn tardia de la TSH, como ocurre en prematuros o
neonatos con muy bajo peso al nacer. Un estudio realizado en Japdn demostré la efectividad de
medir simultdneamente FT4 y TSH para la deteccién de dichas entidades y recomienda incluir esta

estrategia si estas se consideran objetivos del cribado neonatal del HC*2,

1.3.2. CRIBADO EN SITUACIONES ESPECIALES: PREMATUROS Y NEONATOS DE BAJO
PESO

En los neonatos prematuros y con bajo peso, la funcién tiroidea estd a menudo alterada. Es bien
conocido que, en los prematuros, la funcidn del eje hipotdlamo-hipofisario-tiroideo esta atenuada
en el periodo postnatal por un tiempo desconocido. Estos neonatos presentan una produccién
disminuida de hormona liberadora de tirotropina (TRH), una respuesta inmadura de la glandula
tiroidea a la TSH, una capacidad deficiente de las células foliculares tiroideas para organificar el

yodo y una baja capacidad para convertir T4 a T3 activa®.

Algunos nifios con bajo o muy bajo peso al nacer, asi como neonatos criticamente enfermos,
presentan HC caracterizado por FT4 baja y elevacidn tardia de TSH*. La incidencia de dicha entidad
en los nifios con bajo peso al nacer es de alrededor de 1:400, siendo de 1:75 000 en los nifios con

normopeso®.

Es por esto que se debe considerar extraer una segunda muestra para cribado en los siguientes
grupos de riesgo: nifios prematuros, niflos con bajo o muy bajo peso por la edad gestacional,

neonatos criticos, neonatos en los que la recogida de muestra se haya efectuado en las primeras
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24 horas y partos multiples (especialmente gemelos monocigéticos). Esta segunda muestra se debe

realizar a las 2 semanas de vida o bien 2 semanas después de la recogida de la primera®.

Sin embargo, algunos autores no estan de acuerdo con esta recomendacién, argumentando que los
neonatos diagnosticados de HC con elevacion de TSH tardia que recibieron tratamiento sustitutivo,
a los 18 meses de edad ya no requieren medicacidon. Con estos datos sugieren que la disfuncién
tiroidea en los nifos con bajo o muy bajo peso podria ser leve o transitoria, hecho que obliga a

plantear si realmente el recribado es necesario en este grupo de pacientes* .

1.3.3. RECOGIDA DE LA MUESTRA

La muestra debe ser recogida siempre antes de dar de alta al recién nacido, idealmente a partir de
las 48 horas de vida, para evitar los falsos positivos por elevacidn fisioldgica de la TSH en este

periodo, y no mas alld del cuarto dia de vida, para no retrasar el inicio de tratamiento?.

Para obtener la muestra se debe calentar el lugar de puncidn (superficie plantar del talon) y efectuar
la puncidn en la parte externa del talén (no en la linea media) con una lanceta estéril con punta de
aproximadamente 2 milimetros*’. La primera gota de sangre se debe desechar y dejar que se forme
otra gota grande. Para recogerla, se debe acercar ligeramente el papel de filtro hasta que este entre
en contacto con la sangre. No es recomendable dejar caer la gota de sangre sobre el papel sin
tocarlo, ya que este método aumenta el nimero de especimenes sobresaturados. Se debe
empapar y rellenar completamente el circulo del papel de filtro y dejar secar en una superficie

horizontal plana no absorbente, evitando que se contamine por otras substancias®.

La precisidn en los resultados del cribado neonatal depende de la buena calidad de la muestra de
sangre recogida. Realizar mal la técnica y tener que repetir la prueba, causa retrasos innecesarios

en el diagndstico y tratamiento de un nifio afecto de HC%.

El pediatra de atencion primaria debe identificar a todos los recién nacidos que no han sido
sometidos a las pruebas de cribado y realizarlas en el centro de salud antes de los 10-15 dias de

vida®’.
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1.3.4. PROTOCOLO DEL DIAGNOSTICO PRECOZ EN CATALUNA

La muestra de sangre de taldn recogida se envia al laboratorio de la Unidad de Cribado Neonatal
del Hospital Clinic de Barcelona donde se procesa para determinar los valores de TSH. El programa
de cribado del HC se inicié en Cataluiia en el afio 1982 por el Dr. Enric Vicens. Al final del 2019 se
han analizado un total de 2 411 090 muestras y se han efectuado un total de 1046 diagndsticos de

HC, lo que establece una prevalencia de 1:2305.

Segun el resultado obtenido en el cribado, se pueden dar tres posibles escenarios:

- Silos valores de TSH son superiores a 20 mU/L se considera como probable o posible caso
positivo de HC primario. En este caso se comunica el resultado de manera urgente a la
familia y se deriva a la Unidad de Endocrinologia Pediatrica del HUVH de Barcelona, que es
el centro de referencia para la confirmacion del diagndstico y del tratamiento del HC de
nuestra Comunidad Autdonoma. Dicha Unidad recibe al paciente en un plazo maximo de 24
horas y se realizan, de manera urgente, los estudios pertinentes para confirmar el

diagndstico e iniciar el tratamiento de manera precoz.

- Silos valores de TSH de la primera muestra se encuentran entre 10 y 20 mU/L se solicita
una nueva muestra en papel para que el mismo laboratorio realice la revaloracion. Si en
esta segunda muestra los valores de TSH obtenidos son superiores a 20 mU/L se considera
como probable o posible caso positivo de HC y se actua de la misma manera que en la
situacién descrita en el punto anterior. Si el valor de la segunda muestra se encuentra de

nuevo entre 10y 20 mU/L, se remite también para confirmacidn diagndstica.

- Si los valores de TSH resultan inferiores a 10 mU/L se considera como ausencia de

enfermedad y no se realiza ninguna otra actuacién.

14



Introduccion

1.4. DIAGNOSTICO, TRATAMIENTO Y REEVALUACION DEL HIPOTIROIDISMO
CONGENITO PRIMARIO

1.4.1. DIAGNOSTICO

Una vez el paciente con sospecha de HC detectado en el cribado neonatal llega al centro de
referencia, se debe iniciar de manera urgente el estudio diagndstico, que tiene dos objetivos
principales: a) establecer la confirmacién diagndstica y b) esclarecer la etiologia del HC. Para ello,
se debera realizar una exhaustiva valoracion clinica del paciente (anamnesis y exploracion fisica) y
efectuar exploraciones complementarias para orientar la causa subyacente del HC (exdmenes de

laboratorio y pruebas de imagen).

1.4.1.1. ANAMNESIS

En primer lugar, se debe realizar una anamnesis completa de los datos perinatales del neonato: tipo
de parto, semanas de gestacion, somatometria al nacer, lugar y fecha de nacimiento y uso de

povidona yodada.

Es muy importante recoger en la historia clinica del neonato los antecedentes patoldgicos
familiares, remarcando los de enfermedad tiroidea en familiares de primer grado, sobretodo en

madre y hermanos.

Asimismo, hay que realizar una encuesta exhaustiva de los datos maternos por lo que al periodo
gestacional se refiere, ya que existen diversas condiciones que pueden alterar el resultado del
cribado neonatal o incluso dar lugar a un estado de HC transitorio. Es imprescindible recoger los

datos que es especifican en la Tabla 2 4.
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Enfermedad de Graves
Tiroiditis autoinmune

Antecedente de enfermedad tiroidea Enfermedad tiroidea gestacional

Titulacion de anti-TPO en la gestacidn
Titulacion de anti-TSI en la gestacion
LT4

Propiltiouracilo

Ingesta de farmacos durante la gestacién .
& & Metimazol

Suplementos de yodo
Diabetes gestacional
Diabetes mellitus tipo 1

Otros problemas gestacionales Obesidad

Fecundacidn in vitro

Jarabes yodados para la tos

Utilizacién de compuestos yodados Desinfectantes yodados

Suplementos nutricionales/vitaminicos

Tabla 2. Antecedentes maternos imprescindibles en la historia clinica del neonato. Extraido de 5.

1.4.1.2. EXPLORACION FiSICA

Los nifios con HC detectado en el periodo neonatal presentan nulas o pocas manifestaciones
clinicas. Aun asi, se debe realizar una exploracién fisica sistematica completa y se puede calcular,
aunque es poco discriminativo, el indice clinico de Letarte et al.*%, con el cual se considera sugestivo

de hipotiroidismo una puntuacion superior a 4 (Tabla 3).

En un estudio llevado a cabo en 1992, el 16% de los nifios con hipotiroidismo grave no presentaron
signos clinicos en el momento del diagndstico. Se observé que los nifios con concentracion
plasmatica de tiroxina por debajo de 30 nmol/L fueron mas propensos a presentar ictericia
prolongada, dificultad en la alimentacion, letargia, hernia umbilical y macroglosia. En el grupo con
HC también fue mucho mas comun la gestacion prolongada (>40 semanas de gestacion), el parto

inducido y el peso elevado al nacer (>3500 gr)®L.

Otro aspecto importante a tener en cuenta es que el HC se asocia a un riesgo mas elevado de
malformaciones congénitas. En un estudio de 1420 pacientes con HC, las malformaciones
congénitas extratiroideas tuvieron una prevalencia del 8.4%. De estas, la mayoria fueron cardiacas.

Otras malformaciones que se pueden encontrar en estos pacientes son: cabello erizado, fisura
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palatina y anomalias neuroldgicas y genitourinarias®>. Como hemos mencionado anteriormente,
estas manifestaciones pueden asociarse a fenotipos sindrémicos debidos a mutaciones en genes

relacionados con disgenesia tiroidea.

Problemas de alimentacién 1 punto
Estrefiimiento 1 punto
Inactividad 1 punto
Hernia umbilical 1 punto
Macroglosia 1 punto
Piel moteada 1 punto
Piel seca 1.5 puntos
Fontanela posterior > 5 cm? 1.5 puntos
Facies tipica 3 puntos

Tabla 3. indice clinico de Letarte. Extraido de 5.

1.4.1.3. EXAMENES DE LABORATORIO

Niveles séricos de TSHy FT4

Se deben analizar en una muestra de sangre venosa. Es importante comparar los valores séricos
obtenidos con los rangos de referencia normales adecuados a la edad del paciente (Tabla 4), ya que
existe una elevacion fisioldgica de la TSH durante los primeros dias de vida. En la mayoria de los
pacientes, las analiticas confirmatorias se obtienen alrededor de la primera o segunda semana de

vida, cuando los niveles del limite superior de la TSH descienden hasta aproximadamente 10 mU/L2.

Edad FT4 (ng/dL) TSH (mU/L)
1-4 dias de vida 1.9-4.9 <39
2-4 semanas de vida 0.7-2 <10

Tabla 4. Rangos de referencia de FT4 y TSH en el recién nacido. Extraido de 2.
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La combinacién de unos niveles elevados de TSH y unos niveles bajos de FT4 confirman el
diagndstico de HC primario. El hallazgo de unos niveles altos de TSH con niveles normales de FT4

sugieren un HC primario subclinico.

Niveles séricos de Tg

La Tg es un marcador que se utiliza para valorar la presencia o ausencia de tejido tiroideo.
En los casos de agenesia tiroidea verdadera los niveles de Tg son indetectables; en las ectopias, son

variables (normales o elevados) y, en las DT, varian en funcidn del defecto.

Los niveles de esta hormona pueden ser Utiles para orientar la etiologia segun los resultados

obtenidos en la gammagrafia tiroidea con #™Tc :

= Gammagrafia tiroidea con captacion elevada
- Tg baja/indetectable: defecto genético en el gen TG

- Tgelevada: defecto genético en otros genes (el mas frecuente, TPO)

=  Gammagrafia tiroidea con ausencia de captacién
- Tgindetectable: agenesia verdadera
- Tg normal/baja: agenesia aparente (anticuerpos bloqueadores del receptor de la
tirotropina (TBAb), exceso agudo de yodo, inactivacién bialélica del receptor de la TSH)

- Tgelevada: defectos genéticos en transportadores de sodio/yodo

Anticuerpos antitiroideos

La enfermedad tiroidea autoinmune durante el embarazo es relativamente frecuente; en algunas

series se ha descrito aproximadamente en alrededor del 2.5% de las gestaciones®.

La causa mas frecuente de hipotiroidismo gestacional es la tiroiditis autoinmune, que se caracteriza
por la presencia de anticuerpos antitiroideos especificos. Se ha reportado que aproximadamente
un 5% de las mujeres en edad reproductiva son positivas bien para anticuerpos TgAb o bien para

TPOAb*>.

Un estudio realizado por Dussault et al., evidencid que no existia correlacién entre la presencia de
anticuerpos antimicrosomales (TPOAb) y el estar afecto de HC®. Sin embargo, un estudio del mismo

autor mas reciente demostrd una prevalencia mas elevada de HC transitorio asociada con la
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presencia de TPOADb, que se encontraron en el 77% de las madres de neonatos afectos de HC®’. Por
lo tanto, es recomendable considerar la determinacién de dichos anticuerpos en todo neonato

afecto de HC, hijo de madre con diagnéstico confirmado de tiroiditis autoinmune.

La tiroiditis autoinmune también puede estar asociada con la produccidn de anticuerpos TBAb. Esta
entidad es menos frecuente y su incidencia durante la gestacidn no esta bien definida®®. Un estudio
de EEUU estimd la incidencia de HC inducido por TBAb maternos en 1:180 000 neonatos,
aproximadamente el 2% de los todos los casos de HC recogidos en su serie. Este anticuerpo tiene
la particularidad de persistir positivo durante muchos afios en algunas pacientes, hecho que explica
la tendencia que tiene una mujer con esta alteracién de tener miltiples hijos afectos de HC?. Las
guias actuales recomiendan determinar este anticuerpo solo en neonatos cuyas madres presentan
enfermedad tiroidea autoinmune conocida, cuando existe el antecedente de otro hijo afecto o
cuando se sospecha HC transitorio. Sin embargo, Brown et al., recomiendan la determinacion de
TBAb independientemente de la historia familiar, especialmente en nifios con HC inusualmente
severo o en quienes la prueba de imagen demuestre tejido tiroideo normosituado. Refieren que la
medicién de dichos anticuerpos es necesaria para establecer el diagndstico, ya que la presencia de

TPOAb o TgAb es insuficientemente sensible, pudiendo ser negativos en algunos casos™.

1.4.1.4. ESTUDIOS DE IMAGEN
Gammagrafia tiroidea

La gammagrafia tiroidea es una excelente prueba para valorar la localizacién y el tamaio de la

glandula tiroidea, aunque también indirectamente nos informa de su funcionalismo.

Se debe realizar lo antes posible, idealmente antes de iniciar el tratamiento sustitutivo. Si no ha
sido posible, se debe efectuar dentro de la primera semana tras haber iniciado el tratamiento con
LT4, ya que posteriormente el firmaco inhibira la produccién de TSH®. Después de este periodo, la
captacion del radioisétopo por el tejido tiroideo, el cual depende de la accidn de la TSH, puede ser
casi nula. Se debe obtener una cuantificacién de TSH el mismo dia que se realice la gammagrafia®.
Si el estudio no se ha realizado en el periodo neonatal precoz, se debe posponer a después de los
3 afios de vida, cuando la interrupcion del tratamiento sustitutivo ya no suponga un riesgo para el

desarrollo neurocognitivo del paciente®,
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Para realizarla, se pueden utilizar dos tipos de radioisétopos: tecnecio 99m (**™Tc) o yodo 123 (*?3I).
El radioisétopo mas utilizado es el °™Tc, que es mucho mds barato y accesible; sin embargo, la
imagen que se obtiene con el 23| es de mayor calidad, pero es més caro y no esta disponible en
algunos paises?. Con el 12| Ia relacién sefial/ruido es més alta por el proceso de organificacién del
yodo, el contraste es mejor y las glandulas ectdpicas con escaso tejido tiroideo pueden ser mejor
visualizadas. Ademas, si existe captacidn eutdpica, tiene la ventaja de que se puede realizar un test

de descarga con perclorato®.

La gammagrafia es generalmente la exploracién mds sensible para definir las formas de disgenesia
tiroidea con glandula ectépica, hipoplasia o agenesia®l. Hay que tener presente que las gldndulas
salivares y el estdmago también se visualizan porqué las células expresan el transportador NIS. Una
falta de captacién en el tracto gastrico y salival debe orientar hacia un defecto en dicho

transportador®.

Cuando se diagnostica una agenesia tiroidea mediante la gammagrafia, se debe confirmar siempre

por ecografia, ya que pueden existir diversas causas de falsos negativos (Tabla 5).

Exploracidn realizada mas alla de los 7 dias tras iniciar tratamiento con LT4
Presencia de TBAb maternos

Mutaciones inactivadoras del TSHR

Defectos del transporte del yodo (transportador NIS)

Tabla 5. Falsos negativos de agenesia tiroidea en la gammagrafia. Extraido de 2.

Cuando la gammagrafia muestra una captacién elevada con o sin bocio, indica que la glandula es
normofuncionante, por lo que a la captacion de yodo se refiere. Este resultado indica una alteraciéon
de probable origen hereditario en la sintesis de T4. La mediciéon de Tg ayudara en estos casos a
discernir si se trata de un defecto a nivel de la Tg o bien a otro tipo de DT?°. Cuando la captacién
del radioisétopo es elevada, esta indicado realizar un test de descarga con perclorato con el fin de
diagnosticar defectos en la organificacion del yodo®. El test de descarga con perclorato se puede
realizar en el momento del diagndstico o bien cuando se realice la reevaluacion del paciente a partir

de los 3 afios de edad.
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Ecografia tiroidea

La ecografia tiroidea en el periodo neonatal es una prueba dificultosa, ya que el tejido tiroideo
normal es de pequefio tamafio, oscilando generalmente alrededor de los 0.7-3.3 mL%. Ademas, es
una prueba muy observador-dependiente y esta altamente influenciada por la experiencia del

ecografista.

El tejido tiroideo normal es mas ecogénico que el musculo y menos ecogénico que el tejido graso.
Una ausencia de glandula en su localizacion normal puede ser dificil de diagnosticar mediante
ultrasonido debido a la presencia de pequefias estructuras hiperecoicas en los lados de la traquea,
tejido timico (hipoecoico) o quistes en el area tiroidea vacia que pueden simular tejido tiroideo

normal®°.

El tejido ectdpico lingual y sublingual puede ser dificil de visualizar, aun con la ayuda del doppler-
color®, La habilidad de la ecografia para detectar ectopias es muy variable, alrededor de un 0-

21%%.

Los puntos fuertes de la ecografia de tiroides son tres: la deteccidn de tejido tiroideo eutépico, ser
la Unica técnica capaz de medir el volumen de la glandula y corregir los falsos negativos detectados

por gammagrafia®.

La combinacién de la ecografia con la gammagrafia para la exploracion tiroidea es altamente
recomendable ya que se obtiene informacidon morfoldgica y funcional de alta resoluciéon y cada una

de las dos técnicas compensa las limitaciones de la otra®%%®,

Test de descarga con perclorato

En condiciones normales, el yoduro (I") es capturado por el simportador NIS en el polo basal del
tirocito y es transportado hasta el polo apical, lugar donde se efectua el proceso de organificacién.
Si este proceso funciona con normalidad, no queda I libre en el tirocito. Si, por el contrario, el
proceso de organificacion del I"es defectuoso, este se acumula en el interior de la célula tiroidea.
Es en esta Ultima situacién cuando el perclorato de sodio, que también es capturado por la célula

tiroidea pero no es organificado, compite con el I y lo expulsa del tirocito®.

El efecto del test de descarga con perclorato se evalia midiendo la actividad tiroidea antes y
después de su administracién. Para ello, el primer paso es administrar un trazador, que puede ser

1231 o 131 y, posteriormente, medir la radioactividad de la gldndula tiroidea (preferiblemente
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corregida por la actividad de fondo del cuello). Una o dos horas mas tarde, se administran de 200 a
1000 mg de perclorato sédico via oral (90 mg en el caso de neonatos) y se vuelven a medir la
radioactividad a los 60 minutos de su administracion (ocasionalmente a los 15 0 120 minutos)®’. El
cambio en la actividad tiroidea se mide como la ratio entre las diferencias de actividad de la regiéon
de interés, corregida por la actividad de fondo, antes y después de la administracion de perclorato

sédico (Figura 1)%.

-

985 |

Ant view, 1h post iodine-123 inj Ant view, 1h post perchlorate (per os)

Figura 1. Test de descarga con perclorato: calculo del cambio en la radioactividad tiroidea. Antes del perclorato
(izquierda): 7440-985=6455; después del perclorato: 4865-859=4006 y cambio: 38%. Esto indica un defecto parcial de la
organificacién. Extraido de 0,

Los criterios de positividad de la prueba varian segun el centro hospitalario. En general, se considera
positiva una reduccién de la radioactividad acumulada, posterior a la administracién de perclorato,
superior al 10%. Si la reduccién es del 10 al 90% se considera positivo parcial (defecto de la
organificacién parcial) y si es mayor al 90% positivo total (defecto total de la organificacién). Una

reduccion inferior al 10% se considera negativa o test normal (Figura 2)%.

KClO,
60
S normal
50 \
S
S 4o
>
g 30
o descarga
© 20 parcial
10
descarga
o total
T 60 120 180 240 300
Dosis 1251 minutos
(o 1211)

Figura 2. Curva de descarga con perclorato. Se muestran las tres situaciones clasicas: respuesta normal
(donde no se descarga yoduro intratiroideo); descarga parcial (solo se descarga el % del radioyodo que
no ha sido organificado y descarga total (por bloqueo completo de la organificacion). CPM: cuentas por
minuto. Extraido de ©°.
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En latablainferior (Tabla 6) se muestran las caracteristicas ecograficas, gammagraficas y los niveles

de Tg sérica en las distintas etiologias del HC primario.

DEFECTO ECOGRAFIA GAMMAGRAFIA Tg SERICA
Disgenesia tiroidea
Atireosis aparente No tiroides No captacién Detectable (=2 ng/mL)
Atireosis verdadera No tiroides No captacién Indetectable

Ectopia

Hipoplasia in situ

Hemiagenesia

Dishormonogénesis

NIS/SCL5A5

TPO

DUOX2/DUOXA2

Tg

Sindrome Pendred
(SCL26A4)

Mutaciones
inactivadoras TSHR

HC transitorio

Exceso agudo de yodo

Deficiencia cronica de
yodo

Anticuerpos
bloqueantes maternos

No tiroides o tiroides
ectdpico visible

Tiroides eutdpico
pequeio

Hemitiroides

Aumentado de tamano

Aumentado de tamafio

Aumentado de tamano

Normal/aumentado de
tamano

Normal/aumentado de
tamafio

Normal o pequeiia

Normal eutdpico

Aumentado de tamano

Normal o pequefia

Captacioén en glandula
ectoépica

Captacion baja en
gldndula eutdpica

Hemitiroides

Captacidén ausente o
muy disminuida

Captacién elevada/test
perclorato +

Captacion elevada/test
perclorato +

Captacién elevada/test
perclorato normal

Captacion elevada/test
perclorato +

Captacién
disminuida/ausente

No captacién

Captacion avida

Captacion disminuida o
ausente

Variable

Normal o baja

Normal

Elevada

Muy elevada

Elevada

Baja (normal o elevada si
defecto cualitativo)

Elevada

Normal o baja

Normal o baja

Elevada

Normal o baja

Tabla 6. Ecografia, gammagrafia y niveles séricos de Tg en la orientacion diagndstica del HC. Extraido y adaptado de 3°,
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1.4.2. TRATAMIENTO

Todos los neonatos diagnosticados de HC, con o sin bocio, deben recibir tratamiento sustitutivo con
LT4 lo mas pronto posible para llevarlos a un estado eutiroideo con la maxima celeridad. Esto es
muy importante porque el desarrollo cognitivo éptimo de estos pacientes depende tanto de la
adecuada dosificacion como de la prontitud en la instauraciéon de dicho tratamiento’. Se ha
demostrado que la instauracién del tratamiento antes de las tres semanas de vida es crucial para
el neurodesarrollo y para lograr un resultado intelectual dentro de la normalidad en los pacientes

afectos’'”2. El tratamiento nunca se debe demorar con el objetivo de realizar la gammagrafia®.

La ESPE, basandose en los resultados de laboratorio, recomienda iniciar tratamiento sustitutivo en

las siguientes situaciones®:

- Sila concentracién venosa de FT4 se encuentra por debajo de los rangos normales segun edad,

el tratamiento se debe iniciar de forma inmediata.

- Sila concentracidn venosa de TSH es superior a 20 mU/L se debe iniciar tratamiento, aunque

los niveles de FT4 sean normales.

- Sila concentracién venosa de TSH es de entre 6 y 20 mU/L en un nifio asintomatico de mas de

21 dias de vida y con niveles de FT4 correctos para la edad, se sugieren dos opciones:
= Definir mediante pruebas de imagen el diagndstico definitivo.

=  Consensuar, de acuerdo con la familia, si iniciar tratamiento sustitutivo inmediato
y reevaluar mas adelante suspendiendo el tratamiento; o bien, mantener actitud

expectante y repetir los niveles hormonales a las dos semanas.

Aunque el tratamiento de eleccidn del HC es LT4 sola, algunos autores han recomendado el uso
combinado de esta hormona con T3, ya que esta Ultima es la hormona tiroidea biolégicamente mas
activa. Sin embargo, esta combinacion no ha demostrado ninguna ventaja significativa,

probablemente porque la T3 cerebral deriva de la monodesyodacidn local de T47374,

El tratamiento se debe administrar por via oral y en ayunas. En neonatos, se recomienda en forma
de pastilla que se puede resuspender, si es necesario, en unos mililitros de agua o leche?**. Se debe
prestar atencidn en evitar administrarla con contaminantes que pueden alterar su absorcion y

biodisponibilidad como son el hierro, la fibra y la soja’™.
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La dosificacion inicial recomendada es aquella que sea capaz de normalizar rapidamente los niveles
de T4. Tanto la AAP como la ESPE recomiendan una dosis inicial de LT4 de 10-15 mcg/kg/dia,
ajustando la dosis segln el grado de severidad del hipotiroidismo. Con estas dosis se logra
normalizar los niveles de T4 en dos semanas y los de TSH en un mes, hecho que constituye el
principal objetivo terapéutico?®*. Sin embargo, la dosificacién inicial 6ptima de LT4 es todavia
motivo de discusién. Se ha demostrado que, con una dosis inicial de LT4 de 50 mcg al dia
(aproximadamente 12-17 mcg/kg/dia), los niveles de T4 se normalizan en tres dias y los de TSH en
dos semanas. Los autores de este estudio argumentan que se deberia considerar mantener el rango
de FT4 mas alto durante las dos primeras semanas de tratamiento (2-5 ng/dL) pero también
destacan laimportancia de un seguimiento del neurodesarrollo de los nifios tratados con dosis altas
para determinar si este rango en el limite alto es seguro y beneficioso’®. Contrariamente, un estudio
publicado recientemente, analizo la tasa de sobretratamiento con la actual dosis recomendada y
demostrd que un 36,5% de los pacientes con dosis iniciales de 12+2,5 mcg/kg/dia requirieron una
reduccion de dosis por hipertiroxinemia”’. Respecto al prondstico neurocognitivo, algunos autores
demuestran que dosis altas de tratamiento resultan en indices mas altos de coeficiente

intelectual’

, mientras que otros evidencian que, aunque tengan mejores resultados en el drea de
la inteligencia, habilidad verbal y memoria, también presentan mas problemas conductuales, de

ansiedad, déficit de concentracidn y aislamiento social’®.

La monitorizacidn del tratamiento se basa en controles periddicos de T4 o FT4 y TSH, con los que
se va ajustando la dosificacion de LT4. La muestra de sangre debe ser extraida, como minimo, cuatro
horas después de la dltima toma de medicacidon®. El primer control se debe realizar a las dos
semanas de iniciar el tratamiento y, posteriormente, se deben realizar con frecuencia, sobre todo
durante los tres primeros afos de vida (Tabla 7). Las dosis son decrecientes con la edad e
individualizadas en cada paciente y se van ajustando segun los niveles de hormona tiroidea (Tabla

8).

Edad Frecuencia de monitorizacion
1-6 meses de vida 1-2 meses

6 meses — 3 aiios 3-4 meses

3 afios- finalizacién del crecimiento 6-12 meses

Después de cualquier cambio de dosis Alas 4 semanas

Tabla 7. Frecuencia de monitorizacion segin rango de edad. Extraido y adaptado de 2.
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Durante los tres primeros afios de vida se recomienda mantener los niveles de FT4 en el rango alto

de la normalidad (1,4-2,3 ng/dL) y unos niveles de TSH normales/bajos (0,5-2mU/L)%.

Durante el primer mes de tratamiento los niveles plasmaticos de TSH son de poca ayuda para
ajustar la dosificacién, ya que no se normalizan hasta las cinco semanas, por lo que, durante este
periodo, se deben tener mds en cuenta los valores de FT4. Una vez la TSH ha alcanzado niveles

normales, este es el pardmetro de méaxima fiabilidad”.

En aproximadamente el 10% de los pacientes mayores de un aiio de edad, la TSH puede permanecer
elevada pese al correcto tratamiento y con los niveles de FT4 en rango éptimo. Se postula que esto
puede ser debido a un mecanismo de retroalimentacién negativo andmalo en la regulacién de la
sensibilidad de la TSH a la FT4. Esta desregulacidn se corrige en la mayoria de estos pacientes antes

de los 3 afios de edad®®.

Edad cronolégica Dosis (mcg/kg/dia)
0-1 mes 10-15

1-2 meses 7-10

3-5 meses 4-7

6 meses — 2 afnos 4-6

3-10 afios 3-4

10-12 afios 2-3

>12 afios 1-2

Tabla 8. Dosis de LT4 en el HC. Extraido y adaptado de 81.

1.4.3. REVALUACION DIAGNOSTICA

La revaluacion diagnéstica del HC es sumamente importante cuando no se dispone de un
diagndstico etioldgico de certeza. Cuando el diagndstico etiolégico del HC es una agenesia tiroidea
o una glandula ectdpica se considera HC permanente y no es necesaria la revaluacion diagndstica.
La AAP y la ESPE también consideran que el HC serd probablemente permanente si los niveles de

TSH se incrementan en algin momento mds de 10 mU/L durante el primer afio de tratamiento?®.

Sin embargo, una proporcién importante de los pacientes diagnosticados de HC con GIS,
presentaran formas transitorias de HC. Algunos estudios demuestran que, hasta un tercio de los

pacientes afectos de HC con tejido tiroideo eutdpico, tendran una forma transitoria de disfuncién
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tiroidea®?. Es imperativo, por lo tanto, realizar una revaluacion diagndstica en estos pacientes que
presentan GIS. Asimismo, también consideran indicado realizar una revaluacion diagndstica si el
tratamiento se inici6 en un neonato “enfermo” (por ejemplo, prematuro), si los anticuerpos
maternos son positivos, si no han precisado incremento de dosis del tratamiento sustitutivo
durante la infancia y en aquellos en los que no se ha identificado defecto genético o no se ha
estudiado?*°. También son candidatos a la revaluacion pacientes con gldndula tiroidea de tamafio
normal o pequefio en la ecografia pero que presentan ausencia de captacién en la gammagrafia, ya
que este patrén es sugestivo de anticuerpos maternos bloqueantes de la TSH o mutaciones

bialélicas del gen TSHR®,

La revaluacion se debe realizar en algin momento de la evolucion del paciente, pero siempre mas
alld de los tres afios de edad, ya que, para efectuarla, es preciso suspender el tratamiento
sustitutivo con LT4 durante 30 dias. A partir de los 3 afos de edad, se considera que la mielinizacidon
del sistema nervioso central ya se ha completado y que, por lo tanto, ya no existe riesgo a nivel

neurolégico al suspender el tratamiento®.

Tras la suspensién del tratamiento sustitutivo durante 30 dias se deben analizar los niveles de TSH
y FT4 para establecer el tipo de HC. Si la TSH se encuentra por encima de 10 mU/L, el HC se considera
permanente y se debe reiniciar el tratamiento; si se encuentra entre 5y 10 mU/L, se define como
hipertirotropinemia y se individualiza la estrategia a seguir por lo que al tratamiento se refiere; y si
la TSH se encuentra por debajo de 5 mU/L, se considera un HC transitorio, por lo que el tratamiento

se puede suspender®,

Los pacientes con un grado de afectacién severa pueden presentar diferentes grados de
hipotiroidismo clinico al suspender la medicacidn durante 30 dias. Una opcidn alternativa en estos
pacientes es reducir la dosificacion de la terapia sustitutiva a la mitad y revaluar los niveles de TSH
a los 30 dias, y si estos se encuentran por encima de 20 mU/L, se confirma el diagndstico de HC
permanente. Si, por el contrario, los niveles de TSH no se elevan en esta proporcidn, se retira el
tratamiento durante 30 dias mds y se vuelve a evaluar a nivel bioquimico, clasificAndose el HC seguiin

la descripcién realizada en el parrafo anterior?®.

Se han publicado en la literatura diversos estudios en los que se analizan otros factores predictores
de HC permanente o transitorio. Un estudio realizado en Macedonia reporté que cifras de TSH en
el cribado inferiores a 30.5 mU/L son predictivas de HC transitorio®. Rabbiosi et al., afirmaron que
los factores de riesgo mas importantes para padecer una forma permanente de HC eran la

prematuridad, antecedentes de primer grado familiar de bocio o nddulos, hipoplasia tiroidea al
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diagndstico y altos requerimientos de LT4 durante el seguimiento®®. Respecto a los requerimientos
de LT4, son diversos los trabajos que han reportado la importancia de la dosificacion de LT4 para

orientar la forma transitoria o permanente del HC8:87:88,

Si se sospecha una DT y no se ha realizado el estudio genético con anterioridad, este es un buen
momento para realizar las pruebas necesarias para orientar dicho diagnéstico. El test de descarga
con perclorato es una prueba util que puede ayudar a esclarecer el diagndstico de posibles defectos
en la organificacion del yodo. En algunos grupos de trabajo, la practica de esta prueba ayudd a
detectar defectos de la organificacidn en aproximadamente un 30% de los pacientes, la mayoria
con defectos permanentes. Estos autores recomiendan que se realice este test solo en aquellos
casos en los que se tenga la intencidon y la posibilidad de estudiar los defectos genéticos
subyacentes, ya que la variabilidad clinica en estos pacientes es tan amplia que no permite
establecer los criterios clinico-analiticos con los que decidir si un paciente es candidato o no a

efectuar esta prueba®.

En los casos en los que en el momento de la revaluacion ya se disponga de un diagndstico genético
compatible con HC permanente, se puede obviar la revaluacién. Una excepcidn a esto ultimo la
constituyen los defectos genéticos en el gen DUOX2, que pueden causar con relativa frecuencia
formas transitorias de HC, por lo que se deberia considerar la revaluacion en aquellos pacientes en

los que se haya encontrado alguna mutacién en este gen%#,

2. BIOSINTESIS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS

2.1. INTRODUCCION

La sintesis de las hormonas tiroideas tiene lugar en la unidad funcional de la glandula: el foliculo
tiroideo. Los foliculos tiroideos se disponen alineados en una monocapa de células epiteliales
polarizadas conectadas de forma compacta, también llamadas tirocitos, que se organizan en

estructuras quisticas esferoidales irregulares de tamafio variable®,

El interior del foliculo, que se conoce también con el nombre de coloide debido a la alta cantidad
de proteinas que contiene, esta compuesto principalmente por Tg yodada. Esta proteina esta en

contacto directo con la membrana apical de los tirocitos, que esta formada por una membrana
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festoneada de microvellosidades, encarada al lumen folicular. El exterior del foliculo estd

delimitado por la membrana basolateral, que estd en contacto con los capilares sanguineos®?.

El complejo mecanismo que da lugar a la hormonogénesis tiroidea, tiene como sustrato principal e
indispensable el yodo (l), y se basa en el correcto funcionamiento de las diferentes proteinas
localizadas en el tirocito, los genes que las codifican y los factores de transcripcién que regulan a

estos ultimos.

A continuacidn, se detallan cada uno de los pasos y moléculas implicadas en el intrincado engranaje

de la biosintesis y secrecidn de las hormonas tiroideas.

2.2. TRANSPORTE DE YODO

2.2.1. DISPONIBILIDAD DEL YODO

El yodo es un elemento bioldgico cuya funcién principal es la de actuar como sustrato para la
sintesis de las hormonas tiroideas. Entre el 70 y el 80% del yodo del cuerpo humano se encuentra
en la glandula tiroidea. Su disponibilidad depende la de la ingesta oral. Las recomendaciones de

ingesta diaria varian en funcién de la edad (Tabla 9).

La mayor parte del yodo se encuentra en los océanos (el agua del mar contiene 50 mcg/L) vy las
zonas mas deficitarias se encuentran en dreas montafiosas o regiones donde hubo glaciaciones e

inundaciones®.

La fuente natural de yodo la constituyen los alimentos y el agua. El contenido de yodo en los
alimentos depende de los niveles de yodo de la tierra. El contenido de yodo de las plantas que
crecen en zonas de tierra deficitarias es de 10 mcg/kg de su peso seco, comparado con el contenido

de las que crecen en areas ricas en yodo, que puede llegar a ser hasta de 1000 mcg/kg.

El yodo se acumula fundamentalmente en las zonas costeras, por lo que las fuentes mas comunes
de yodo dietético son las algas y otros alimentos procedentes del mar, como pescados y crustdceos.

La sal yodada también constituye otra fuente importante, asi como los lacteos y el pan.

El yodo puede existir en diferentes formas de oxidacion, incluyendo el yodato (105 y el yoduro (I
). El 105” se puede usar como aditivo en el pan y es el que se utiliza para yodar la sal de mesa.
Después de la ingesta, el 103 se reduce en el intestino para formar I, donde mas del 90% se absorbe

a través del estdmago y duodeno. El I es 100% biodisponible y se absorbe completamente, siendo
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después captado por el tiroides (entre el 5-100%, dependiendo del estado funcional de la glandula)

o excretado. La glandula tiroidea normal contiene aproximadamente 15 gr de yodo®.

Grupo de edad Recomendaciones diarias (mcg)
Pre-escolares (0-59 meses) 90
Escolares (6-12 afios) 120
Adolescentes y adultos (>12 afios) 150
Mujeres embarazadas y lactantes 250

Tabla 9. Recomendaciones diarias de ingesta de | segin WHO, UNICEF e ICCID. Extraido de 2.

2.2.2. CAPTACION DEL YODO

2.2.2.1.NIS

La glandula tiroidea capta I del torrente sanguineo a través del simportador Na*/I" NIS, localizado

en la membrana basolateral del tirocito.

El transporte de I al interior del tirocito se efectla contra gradiente, ya que la concentracion de I
en el plasma en condiciones fisioldgicas es 20-50 veces menor que en el interior de la célula
tiroidea®. EI NIS acopla el transporte de Na* hacia el interior del tirocito, cuyo transporte se realiza
a favor de su gradiente, al transporte simultaneo de | en contra de su gradiente electroquimico. La
actividad del NIS es electrogénica; transloca dos iones Na* por un ion I. Este transporte activo se
realiza mediante el gradiente generado por la bomba Na*/K* ATPasa, situada en la membrana

basolateral del tirocito®.

El efecto Wolff-Chaikoff corresponde a la reduccion del transporte de I' y de su organificacién
cuando los tirocitos estan expuestos a altas concentraciones de I'. Se ha demostrado que el exceso
de I crénico o agudo disminuye los niveles de mRNA y los niveles proteicos de NIS, hecho que pone

de manifiesto la participacidn de NIS en el mecanismo de escape del efecto Wolff-Chaikoff®®.

En el afio 1996 se secuencid el gen NIS, que se encuentra localizado en el cromosoma 19p13.2-p12

y es el responsable de codificar la proteina que transporta el I al interior del tirocito®’.
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El simportador NIS pertenece a la familia de transportadores de soluto 5A (SLC5A5) y su modelo de

estructura secundaria experimental predice una proteina con 13 segmentos transmembrana con el

extremo amino-terminal extracelular y el extremo carboxi-terminal intracelular (Figura 3)%.
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Figura 3. Estructura y localizacidn del simportador NIS. Extraido de 8.

El gen NIS también se expresa en tejidos extratiroideos como la glandula mamaria lactante, la
mucosa géstrica y salival, las glandulas lagrimales, el conducto nasolagrimal y el plexo coroideo®.
En las células foliculares, el NIS es activado por la accidon de la TSH e inhibido por sustancias

competitivas como el perclorato y el tiocianato®.

La TSH actua en el tirocito a través de su receptor, el TSHR, que se encuentra en la membrana
celular basolateral y pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G, La sefializacién
de la TSH a través de su receptor causa la disociacién de la proteina G en las subunidades G4 y Ggy.
La subunidad Gy activa la adenil ciclasa, que incrementa los niveles de cAMP que, a su vez, inducen
la transcripcidon de NIS a través de un mecanismo en el cual participa PAX8. Por otro lado, la
activacién de las subunidades Gg, genera la activacion de PI3K, que inhibe la expresion de NIS

reduciendo la unién de PAX8 a la zona promotora del gen (Figura 4)*°.
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Figura 4. Regulacién de la expresion del gen NIS. Extraido de 101,

La transcripcion del gen NIS depende de la presencia de varios factores de transcripcion que
incluyen la proteina PAX8 y la proteina NKX2-1, los cuales se unen a la regiéon promotora del gen

estimulando su transcripcion®,

La estructura de la region promotora del gen NIS del ratdn ha sido estudiada en detalle durante los
ultimos anos. Esta zona promotora estd formada por dos regiones reguladoras principales: el
promotor proximal, que esta relativamente cerca del lugar del inicio de la transcripcién, y el
upstream enhancer. El promotor proximal contiene sitios de unién para TITF-1 (también
denominado NKX2-1), NTF-1 y Sp-1, mientras que el upstream enhancer contiene sitios de union
para PAX8, TITF-1y un elemento de respuesta a cAMP (CRE). La interaccién de PAX8 y de un factor
gue se une a la secuencia CRE es necesaria para activar la transcripcidén tiroidea especifica

dependiente de cAMP (Figura 5)'%,
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Figura 5. Diagrama del promotor NIS del ratdn. Extraido de 103,
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Ademas de estimular la sintesis de novo de la proteina NIS, se ha demostrado que la TSH también
juega un papel importante en la regulacién postranscripcional, regulando el trafico y la retencién
de la proteina en la membrana basocelular del tirocito, accion probablemente mediada por un

proceso de fosforilacion.

2.2.2.2.KCN

Ademas de NIS, la membrana basolateral del tirocito también dispone de otros transportadores de

membrana: los canales de K* KCNQ1 y KCNE2.

El proceso de captacion del I requiere canales de potasio que promuevan el eflujo de este ion al
exterior de la célula. Se ha demostrado que los canales de K* KCNQ1 y KCNE2 son esenciales para
el transporte de I al interior de la célula. Se postula que su mecanismo de accidon se basa en regular
el potencial de membrana del tirocito. La captacion de I mediada por NIS, como se ha descrito
anteriormente, es electrogénica, por lo que su actividad despolarizaria la célula sin la ayuda de otros
flujos idnicos reguladores. La actividad de los canales KCNQ1 y KCNE2 no es dependiente de voltaje,
por lo que tienen la capacidad de permitir el eflujo de K* y asi mantener el potencial de membrana

negativo, haciendo posible mantener la accién de NIS®,

Purtell et al. demostraron que la disrupcién del gen KCNE2 en ratones causaba disminucién del I
intracelular, bocio e hipotiroidismo. Por lo tanto, los canales de K* KCNQ1 y KCNE2 son necesarios
para la correcta captacién de I dentro del tirocito, considerandose un prerequisito para la correcta

actividad del NIS*0>,

2.2.3. EFLUJO DE YODO
2.2.3.1. PENDRINA

Una vez el I'se encuentra en el citoplasma de la célula folicular, debe ser trasladado a la membrana
apical para ser transportado al coloide, proceso que se denomina eflujo de I', ya que su paso a
través de dicha membrana se efectta a favor de gradiente®. Comparado con la captacién de I, el

eflujo de I' es un proceso menos conocido y las moléculas efectoras estan menos caracterizadas.

Este proceso puede estar mediado por mds de un canal apical. Los mecanismos por los que se

produce este transporte se encuentran todavia en estudio y, aunque el mayor candidato es la
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pendrina, se postula que esta accidén podria llevarse a cabo mediante un engranaje de varios canales

de membrana.

La pendrina fue la primera proteina que se relaciond con el eflujo apical de I, actuando como un
intercambiador de CI/I"en la membrana apical del tirocito!®. Esta proteina pertenece a la familia
de transportadores de solutos 26A. El gen de la pendrina o SLC26A4 (transportador de solutos 26A4)
esta formado por 21 exones y estd localizado en el cromosoma 7g21-31. Este gen codifica una
proteina de membrana altamente hidrofébica de 780 aminoacidos que estd formada por 12
dominios transmembrana, con un dominio intracelular amino y carboxi-terminal y 3 dominios

extracelulares de N-glicosilacion.

Se ha detectado expresiéon de este gen en las células foliculares tiroideas, en el sistema
endolinfatico del oido interno y en el cértex renal. También se expresa en otros érganos como
placenta, pulmdn, mama, prdstata y testiculos, aunque su funcién en estos estd menos establecida.
El factor de transcripcién TITF-1 regula la expresién del gen SLC26A4 de forma positiva. La Tg
también ejerce el mismo efecto sobre el gen de la pendrina, al contrario de lo que sucede con la
regulacién negativa que Tg ejerce sobre otros genes tiroideos como TSRH, NIS, TPO, PAXS8, TITF-1y
TITF-2197,

En la glandula tiroidea la pendrina ejerce su funcidon en la membrana apical del tirocito, donde

media la captacién de I'y Cl hacia el coloide. Las inactivaciones bialélicas de este gen causan el
sindrome de Pendred, que se caracteriza por sordera en todos los pacientes e hipotiroidismo de

intensidad variable, bocio y defectos en la organificacion del I en la mayoria de ellos.

Sin embargo, los individuos con mutaciones bialélicas en el gen de la pendrina y que conservan una
ingesta de yodo adecuada, tienen un fenotipo de HC leve o incluso nulo, hecho que indica que el
eflujo de I'a través de la membrana apical se realiza de manera independiente a la pendrina a través

de otros canales'®, Algunos autores sugieren que la pendrina es esencial para la generacion de

H>0; y que su papel fundamental en la membrana apical es el de intercambiar HCOs3 intracelular

por CI- luminal, incrementando asi el pH luminal®,

2.2.3.2.CIC-5

El canal de cloro CIC-5 pertenece a la familia de transportadores intracelulares del cloro. Se

encuentra fundamentalmente en los endosomas y funciona como un intercambiador electrogénico
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de CI'/H*, movilizando 2 CI" por cada H*. También transporta I, aunque con menos afinidad que el

Cl.

El gen CIC-5 se localiza en el cromosoma Xp11.22 y contiene 12 exones, que codifican una proteina
de 746 aminoacidos, que tiene alta homologia con los otros transportadores de cloro voltaje-

dependientes!®,

Este transportador se expresa fundamentalmente en el rindn, donde se ha localizado en diferentes
tipos de células tubulares. Se ha demostrado que mutaciones inactivadoras de CIC-5 causan la
enfermedad de Dent (nefrocalcinosis familiar ligada al cromosoma X) por defectos en la endocitosis

apical en las células del tubulo proximal®.

En el 2006, se demostré que CIC-5 también se expresa en la gldndula tiroidea, que se localiza en el
polo apical de los tirocitos y que participa de manera activa en el eflujo de I'. Estos autores
concluyeron que los ratones knockout para este gen desarrollaban bocio a los 5 meses de vida vy,
gue, aunque los niveles de TSH y T4 circulantes eran normales, presentaban un defecto parcial en
la organificacion del I, probablemente por una liberacion tardia de este al lugar de organificacién
extracelular. La inactivacion de CIC-5 no se relaciond con defectos en la endocitosis en la glandula
tiroidea. Ademas, en los ratones knockout también se identificd una disminucion sustancial de los

niveles de pendrina, tanto de RNA, como de proteinal®.

M3ds recientemente, se ha demostrado que los pacientes afectos de sindrome de Pendred
presentan una elevacidn compensatoria de los niveles de CIC-5, que actia como mecanismo de
rescate para mantener el eflujo de I' en ausencia de pendrina. Concluyen que las diferencias en la
eficiencia de este mecanismo compensatorio podrian explicar la heterogeneidad del grado de

hipotiroidismo en los pacientes afectos de sindrome de Pendred*!.

2.2.3.3.ANO-1

Recientemente se ha identificado otro transportador apical de I" que se activa a través de la
movilizacién de calcio. Se trata del ANO-1 o TMEM16A (anoctamina-1 o proteina transmembrana

16A), cuya funcidn contribuye al vaciado rapido de I al interior del coloide!!2.

El gen ANO-1 se cloné en el 2008 y se identificd como un canal de Cl" activado por calcio. Pertenece
a una familia de 10 genes paralogos que comparten una tipologia transmembrana, pero difieren en
su funcion. Las diferencias en las propiedades funcionales de ANO-1 son debidas a un proceso de

splicing alternativo!'®. Las variantes generadas por splicing difieren en su sensibilidad al calcio,
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siendo mayor en la isoforma (ac). Las isoformas mas frecuentes en el tiroides son la (abc) y la (ac)**2.
El mecanismo por el cual el calcio activa ANO-1 podria implicar a la calmodulina asi como a la unién

directa del calcio a la proteina!®® (Figura 6).

En el 2014, se publicd un estudio en el que se demostré que el transportador ANO-1 genera un
eflujo rapido de I" en la membrana apical a través del estimulo del calcio*?. Posteriormente, otro
estudio demostré que el eflujo de I en el ratdn y en el humano se lleva a cabo, principalmente, por
este transportador. Estos autores demostraron que ANO-1 tiene mayor afinidad para transportar I

que CI"y que su transporte es dependiente del calcio®.

En la Figura 7 se muestra de manera esquematica el sistema de transporte del I en el tirocito.

Extracellular

Intracellular

{_» Calmodulin-binding sites
@ Calcium-binding sites

Figura 6. Modelo esquematico de ANO-1, Isoformas y lugares de unién del calcio. Extraido de 113,

Coupling
TPO
H,0,

2 Na* 1 2K+ K"

Figura 7. Mecanismos de transporte del |- en el tirocito. PDS, pendrina ; ?, podria corresponder a ANO-1 y CIC-5. Extraido
y adaptado de 92.
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2.3. SINTESIS DE TIROGLOBULINA

La Tg es la proteina mas abundante en la glandula tiroidea y sus funciones principales son dos:
actuar como base para la biosintesis de hormonas tiroideas y almacenar formas inactivas de yodo

y hormonas tiroideas.

El gen que codifica la Tg es grande, contiene 48 exones y se localiza en el cromosoma 8q24.2. El
splicing alternativo genera varios transcritos y como consecuencia, una poblacién heterogénea de
polipéptidos de Tg. Ademas, el gen de la Tg contiene multiples polimorfismos de nucledtido
simple!?. La expresidn de TG se controla de manera positiva por la TSH y su transcripcidn se regula
por factores de transcripcién especificos como TTF-1, TTF-2 y PAX-8* y por la interaccion del

coactivador p300 en su regién promotora'?®,

La Tg es un dimero proteico de un peso molecular de 660 kDa compuesta por dos subunidades de
330 kDa cada una. La molécula de Tg esta dividida en 2 regiones, bien diferenciadas: la N-terminal,
gue representa el 80% de la molécula, y la C-terminal. Los primeros 19 residuos de la regién N-
terminal constituyen el péptido senal. El resto de la cadena polipeptidica del extremo N-terminal
presenta una estructura altamente organizada, en la que existen tres dominios donde los residuos
de cisteina estan muy conservados. Mediante la formacidn de puentes disulfuro entre mondémeros,
estos residuos de cisteina incrementan la estabilidad de la molécula y su resistencia a la protedlisis.
Estos tres dominios son: el tipo 1, compuesto por aproximadamente 50 residuos que se repiten 10
veces entre los aminodacidos 1y 1200; el tipo 2, compuesto por 14-17 residuos que se repiten tres
veces entre las posiciones 1436 y 1483 y el tipo 3, formado por dos subtipos (A y B) que se repiten
cinco veces entre las posiciones 1583 y 2170, Se especula que cada una de estas regiones estd
implicada en una funcién diferente: la regidn 1 controla la unién de la Tg a otras proteinas; la regién
2 controla la adhesidn celular y la 3, estd involucrada en mantener la estructura molecular?'’. Se ha
demostrado que pacientes con mutaciones que causan sustituciones de estos residuos de cisteina

presentan grados variables de bocio por acimulo de Tg en el reticulo endoplasmatico?®.

El resto de la estructura la constituye un dominio carboxi-terminal, formado por una secuencia de
581 aminodcidos con una alta similitud a la secuencia de la acetilcolinesterasa. Esta parte de la
molécula contiene unos 140 residuos de tirosina, de los cuales solo unos 30 se yodaran y muy pocos
de estos se conjugaran para formar T3 y T4. Esta region es esencial para la maduracién
conformacional normal y para el transporte intracelular de la proteina hacia el lugar de su yodacion

y hormonogénesis*'’.
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La Tg sufre varias modificaciones post-translacionales antes de su secrecién y yodacién. En el
reticulo endoplasmatico se pliega y dimeriza. La glicosilacion de la Tg tiene lugar en el aparato de
Golgi. Aproximadamente un 10% del peso total de la Tg son carbohidratos, mayoritariamente
oligosacaridos. Este proceso de glicosilacién es esencial para mantener la estructura tridimensional
de la Tg. La Tg glicosilada se empaqueta en vesiculas exociticas que se funden con la membrana
apical liberando su contenido al lumen folicular, donde varios residuos de tirosina se yodan vy,

posteriormente, se acoplan para formar T3 y T418,

En la Figura 8 se representa de forma esquematica la estructura del gen de la Tg y de la cadena

polipeptidica.
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Figura 8. Representacidon esquematica del gen TG y de la cadena polipeptidica. A: estructura del gen. En negro, los
nucleétidos; en rojo, los exones codificantes para los dominios repetitivos y la porcidn carboxi-terminal. B: estructura de
la cadena polipeptidica (2749 aminoacidos). En naranja, péptido sefial; en azul, dominio 1 (codificado por los exones 2-
17); en rojo, dominio 2 (codificado por los exones 20-21); en verde, dominio 3 (codificado por los exones 23-37). En gris
se representa el dominio acetilcolinesterasa (codificado por los exones 38-48). C: esquema polipéptido. En verde, sitios
de glicosilacidn; tridngulos, sitios de yodacion. Extraido de 116,

2.4. ORGANIFICACION DEL YODO

Una vez se ha realizado la captacion de I, el tiroides rapidamente lo oxida y lo une a los residuos
tirosinicos de la Tg. Este proceso, también conocido como organificacién del yodo, requiere la
presencia de varios elementos: el I', un sistema generador de H,0,, la enzima TPO y la Tg como

aceptor del yodo.
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2.4.1. SISTEMA DUAL-OXIDASA
2.4.1.1. DUOX1/DUOX2

La generacidn de H,0, es un paso critico en la sintesis de las hormonas tiroideas. La TPO utiliza H,0,
como sustrato para efectuar la yodacién de la Tg, por lo que el sistema generador de H,0; actla

como cofactor en la organificacion del I'%°,

Hace unos afios se demostré que la enzima que nutre a la TPO de H,0, para que esta pueda ejercer
su funcion es una NADPH oxidasa calcio-dependiente!'®. Mas recientemente se han identificado los
componentes del sistema generador de H,0; en la glandula tiroidea: las proteinas DUOX1 vy

DUOX212042L,

Los genes DUOX1 y DUOX2 se localizan en el cromosoma 15g15.3, se encuentran muy cercanos el
uno al otro y contienen 34 exones, de los cuales 33 de ellos son codificantes. Los genes DUOX1 y
DUOX2 codifican proteinas de 1551 y 1548 aminodcidos, respectivamente®. Las secuencias
polipeptidicas codificadas por ambos genes muestran una homologia muy alta, del 83%'%°. A pesar
de esta homologia, se piensa que DUOX2 es la isoenzima dominante en el tejido tiroideo, ya que se
ha demostrado que su expresién es al menos 5 veces mas elevada que la de DUOX1% y que las
mutaciones que afectan DUOX2, pero no DUOX1, se han asociado a HC. Ademas, en los modelos
murinos, solo la pérdida de funcién de DUOX2 se asocia con HC, por lo que el papel de DUOX1 en

la hormonogénesis se considera, actualmente, hipotético?2.

Estas dos enzimas pertenecen a la familia NOX/DUOX, que estd formada por 7 miembros,
incluyendo 5 NADPH oxidasas (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4 y NOX5) y 2 DUOX (DUOX1 y DUX02).
Los tirocitos, ademas de DUOX1 y DUOX2, también expresan NOX4. Esta familia de enzimas oxida
el NADPH citoplasmatico y transfiere 2 electrones al exterior de la célula utilizando como vectores
el FAD (flavin-adenin-nucledtido) y dos grupos hemo, para asi reducir los niveles de oxigeno
extracelulares'®, La proteina DUOX2, asi como su isoenzima DUOX1, es una proteina de membrana
formada por siete dominios transmembrana. La region que contiene los ultimos seis dominios y la
region C-terminal intracelular es una zona homaéloga en las otras 5 NADPH oxidasas. En esta zona,
se encuentran los 2 grupos hemo y un sitio de unién para FAD (flavin-adenin-nucleétido) y NADPH.
Por el contrario, el ectodominio N-terminal y el primer dominio transmembrana son especificos
para ambas DUOX. Esta region contiene dos dominios mano-EF, que son dominios formados por
dos hélices alfa, entre medio de las cuales se une el calcio; por lo que, dicha zona, estd implicada
en la regulacién calcio-dependiente de esta enzima'?*. La estructura basica de las enzimas DUOX es

la de NOX5, pero aiadiendo a este extremo N-terminal una hélice transmembrana extra a la que
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se une un dominio que es homélogo a peroxidasas, que se localiza fuera de la membrana celular

(Figura 9)'%.

DUOKX se localiza en la membrana apical muy cerca de TPO y, aunque su dominio homdlogo a las
peroxidasas tiene un 43% de similitud con TPO, no hay evidencia de que tenga actividad

peroxidasa?.
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NOX3 peroxidase 2fere:
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Figura 9. Enzimas NOX y DUOX: tipologia transmembrana y estructura de los dominios. Extraido de 125.

La expresion de DUOX no esta restringida solo a la glandula tiroidea, sino que se expresa en otros

tejidos como las gldndulas salivares, el recto, la trdquea y los bronquios?.

La regulacion de la expresion de DUOX2 en cultivos primarios de tirocitos de perro y de cerdo,
requiere la actividad de la TSH, que, via el AMPc, mantiene elevados los niveles de esta enzima'?,
En los tirocitos porcinos, el AMPc también incrementa la cantidad de DUOX madura y estimula la
actividad NADPH oxidasa, un efecto que se bloquea cuando existe mucho %, Este efecto
inhibitorio del I en la generacion de H,0, y asi, de la actividad de la TPO, explica como el exceso de

I inhibe su propia organificacion (efecto Wolff-Chaikoff)'?°.

Rigutto et al., demostraron en su estudio que los incrementos en la TSH generados por una
disminucién de hormonas tiroideas en sangre, provocan la liberacidon de proteinas Gsy Gg, y un
aumento en las concentraciones de AMPc, diacilglicerol y calcio, siendo este ultimo el principal
activador de la funcién de DUOX. Ademas, estos autores demostraron que dicha actividad esta
sostenida por un proceso adicional de fosforilacion mediada por la PKA para DUOX1 y por la PKC

para DUOX21%,
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2.4.1.2. DUOXA1/DUOXA2

En el 2006, se identificaron los factores de maduracion de las proteinas DUOX, que son DUOXAly
DUOXA2. La dimerizacién de DUOX con su DUOXA correspondiente, permite su correcto
plegamiento, su salida del reticulo endoplasmatico y su transporte a la membrana celular. Los genes
de DUOXA se localizan en el cromosoma 15, en la regidn intergénica de DUOX1 y DUOX2 y codifican
proteinas de cinco dominios transmembrana, con un extremo N-terminal extracelular donde se

produce la glicosilacion®!,

Estos factores de maduracidon son cotransportados hacia la membrana celular cuando se
coexpresan con sus enzimas maduras correspondientes. En cambio, son retenidas en el reticulo
endoplasmatico cuando se expresan sin ellas. Las parejas DUOX1-DUOXA1 y DUOX2-DUOXA2
producen niveles mas altos de H,0,. Los complejos cruzados (DUOXA1-DUOX2 o DUOXA2-DUOX1)
son funcionantes, pero no forman complejos estables, produciendo una fuga de superdxido para
las oxidasas y, como consecuencia, una menor produccion de H,0,. Esto sugiere que los factores
madurativos podrian tener una funcidén en el sistema enzimatico generador de H,0,'? ademds de

promover la maduracion de DUOX.

Aungue DUOXA2 es capaz de dirigir DUOX1 a la membrana celular, DUOX1 es minimamente activo
bajo estas condiciones. El significado bioldgico de estos complejos heterogéneos es desconocido.
En definitiva, podemos afirmar que el sistema DUOX2-DUOXA2 es el principal productor de H,0,
en condiciones fisiolégicas, pero puede ser suplementado o reemplazado por el complejo DUOX1-

DUOXA1 en condiciones patoldgicas (Figura 10)*%.
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Figura 10. Interaccién cruzada de DUOX y sus factores madurativos. Extraido de 123,
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Un estudio realizado en ratones demostré que los animales con deficiencia de DUOXA presentaban
retencién intracelular de las subunidades de DUOX y pérdida de produccion de H,O, calcio-
dependiente, provocando un hipotiroidismo primario severo por defecto en la organificacion del

133

yodo

2.4.2. PEROXIDASA TIROIDEA

La peroxidasa tiroidea (TPO) se considera la enzima clave en la hormonogénesis tiroidea. Es la
encargada de la oxidacién del I', necesaria para la yodacién de los residuos tirosinicos de la Tg. Esta
enzima también es fundamental para el acoplamiento oxidativo de las yodotirosinas para formar

las yodotironinas T4 y T334,

El gen TPO se localiza en el cromosoma 2, en la posicidn 2p25. Este gen estd formado por 17 exones
y da lugar a multiples transcritos mediante splicing alternativo. La mayor parte del mRNA contiene
17 exones y codifica la proteina TPO1, que es la forma completa de la TPO, una proteina que
contiene 933 aminoacidos. La TPO2 es una proteina similar, pero sin la secuencia peptidica de 57
aminodcidos codificada por el exdn 10™*°. Posteriormente se han descrito otras variantes que se
forman a partir del splicing de los exones 16, 14 y 8 y que codifican las proteinas TPO3, TPO4 y

TPOS5, respectivamente?®,

La regulacién de la expresién del gen TPO esta controlada por factores de transcripcidn especificos
del tiroides, como son el PAX8, el TITF-1 y el TITF-2 asi como por el coactivador p300. Se ha
demostrado que los factores PAX8 y TITF-1 actian de manera sinérgica, y que el coactivador p300
es un mediador crucial para que se produzca este sinergismo!'®. La TSH también estimula la
expresion del gen por la via del AMPc, aunque no parece que tenga un control directo sobre la
actividad enzimatica. El I, una vez organificado, ejerce un control negativo en los niveles del

m RNA137’138.

La proteina TPO1 consta de 933 aminodcidos y esta formada por un dominio extracelular muy largo
y unos dominios transmembrana e intracelular mas cortos (Figura 11). La zona N-terminal es la
zona glicosilada y la que contiene el grupo hemo. Esta regidn de la proteina presenta un alto grado
de similitud a tres dominios tridimensionales conocidos: mieloperoxidasa (MPO), proteina

controladora del complemento (CCP) y factor de crecimiento epidérmico (EGF)'%,
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N-terminal
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Figura 11. Dominios de la proteina TPO. Extraido de 13°.

Tanto laTPO1, laTPO3 como la TPO4, son formas que ejercen actividad enzimdtica. Por el contrario,
la TPO2 y la TPO5, no son capaces de alcanzar la membrana plasmatica, la primera porque se
degrada rapidamente después de su sintesis y la segunda porque no se pliega correctamente, por
lo que son formas enzimaticamente inactivas®®. El papel de las diferentes isoproteinas de la TPO
se desconoce en la actualidad, aunque podrian ejercer una funcién reguladora, ya que se ha
observado que la ratio de splicing alternativo es mayor en los carcinomas tiroideos comparado con

el tejido sano®°,

La proteina TPO madura es una hemoproteina de transmembrana glicosilada. La glicosilacién se
inicia en el reticulo endoplasmatico y después se transporta a través de vesiculas exociticas al

135 La unién covalente del grupo hemo es

aparato de Golgi, donde finaliza la glicosilacion
autocatalitica y requiere H,0,, hecho que pone de manifiesto que el H,O,formado en la membrana
apical no solo ejerce su funcidn organificando el I, sino que también ayuda a estabilizar la proteina
en su forma activa'*l. Después de la adquisicidon del grupo hemo y la glicosilacidn, ya esté preparada
para ser transportada a la membrana apical del tirocito, donde expone su grupo hemo encarado al

lumen folicular®2.

El centro redox de la TPO es el grupo hemo, que en la TPO nativa estd en su forma férrica (Fe**). La
molécula de H,0, generada por el sistema DUOX se coloca en el “bolsillo” donde se localiza el grupo
hemo, zona donde interactla para realizar su funcién. La reaccion de la TPO y otras peroxidasas
con el H,0, es una reaccién en la que el grupo hemo dona 2 electrones, con lo que se forma una
molécula de H,O y el complejo 1. Este complejo 1 se reduce en la TPO nativa removiendo 2
electrones del I', proceso que conlleva a la formacién de I* o IOH, las cuales son formas muy

reactivas de yodo y son las que se pueden unir a los residuos tirosinicos de la Tg**
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En la Figura 12 se muestra el proceso de organificacién del yodo, donde actua el sistema generador
de H,0; tiroideo (DUOX y sus factores madurativos) y la enzima TPO. El I" en su forma oxidada (I) se
une a la Tg para formar las yodotirosinas y, después del acople de estas, las hormonas tiroideas T3

y T4,

apicall

pKA ch Cazr  NADPH ~—p NADP* + H*

Ca
] DUD v baso-
2 lateral|
OH

Figura 12. Organificacion del I-. Extraido de 124,

2Na‘v

2.5. FORMACION DE YODOTIROSINAS Y REACCION DE ACOPLAMIENTO

La Tg codifica jerarquicamente los residuos de tirosina, que se clasifican segun su preferencia para
ser monoyodados, diyodados y acoplados para formar yodotironinas usando sitios donadores y

aceptores en posiciones especificas de la estructura tridimensional de la proteina®®

La reaccidn enzimatica de yodacion, solo ocurre en aproximadamente 25-30 de los 132 residuos
tirosinicos que contiene un dimero de Tg. Dentro de la molécula de Tg hay secuencias hormogénicas
en las que los se residuos tirosinicos se yodan y se acoplan de manera preferente. Se han
identificado las posiciones 5, 1291, 2554, 2568 y 2747 como aceptores hormogénicos tirosinicos'*
La tirosina 5 es el residuo mas eficiente para formar T4 en la mayoria de las especies, siendo el
primero en ser yodado en el modelo murino, mientras que el 2747 es el mas eficiente para la
formacién de T3. También se han identificado los residuos donadores principales en la Tg humana,
que son los 130, 847 y 1448. El residuo tirosinico 130 es el principal donador para la formacion de

T4 en la posicién aceptora 5%°.
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La yodacion de la Tg da lugar a las yodotirosinas MIT (3- monoyodotirosina) y DIT (3,5-
diyodotirosina). MIT se forma cuando la Tg incorpora una molécula de yodo y DIT cuando incorpora

dos®.

La sintesis de T3 y T4 se realiza mediante la transferencia de un grupo yodofenil desde una MIT o

DIT donadora a un residuo DIT aceptor.

Residuos DIT seleccionados actian como unidades hormonogénicas funcionales, permitiendo que
otro DIT donador transfiera su grupo yodofenil mediante un enlace quinol-eter a un DIT aceptor, el
cual actia como lugar de formaciéon para la 3,5,3’,5'-tetrayodotironina o T4. El acoplamiento
analogo de un donador MIT con un DIT aceptor, lleva a la formacién de 3,5,3’-triyodotironina o T3%.
El acoplamiento de una tirosina no yodada donadora a un DIT aceptor, resulta en la formacion de
3,5-diyodotironina o T2, hormona que no se considera activa, aunque hay controversia por lo que
respecta a sus efectos sobre el peso corporal y la adiposidad®. Cualquier acoplamiento
desfavorable de un donador DIT a un aceptor MIT genera 3,3’,5’-triyodotironina o T3 reversa. Esta
hormona, que solo supone el 0,9% del total de hormonas tiroideas circulantes, también se puede

formar a partir de la desyodacidn de T4 por las deyodinasas (Figura 13).

La formacidn del quinol-eter requiere con anterioridad la oxidacion monovalente de los residuos
donadores y aceptores de las yodotirosinas, proceso en el cual parece estar implicada la enzima
TPO%. Sin embargo, se ha observado que cuando la Tg se yoda in vitro, genera un nivel de yodacion
de sus residuos similar al que se genera in vivo, hecho que indica que la formacidn de hormonas se
codifica principalmente en el sustrato estructural de la Tg, mas que a través de un proceso

enzimatico especifico mediado por la TPO,
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Figura 13. Estructura yodotirosinas y yodotironinas. Extraido de %°.
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2.6. RECICLAJE DEL YODO

La Tg yodada, que transporta T4, T3, DIT y MIT, se almacena en el lumen folicular de la célula
tiroidea. Las hormonas tiroideas, antes de ser liberadas a la circulacidon sanguinea a través de la

membrana basolateral, se deben separar de la Tg mediante protedlisis.

La protedlisis de la Tg, libera T4 y T3, pero, ademas, las yodotirosinas MIT y DIT. Aunque la cantidad
de yodotirosinas en la Tg es mucho mayor que la de yodotironinas, estas se liberan a la circulacién
sanguinea en muy escasas proporciones. Estas yodotirosinas son desyodadas en el tirocito con el
fin de generar una sustancial fuente de I intratiroidal y asi reutilizarlo para una nueva sintesis de
hormonas tiroideas. El reciclaje del yodo es un sistema complejo que la glandula tiroidea ha

generado para reducir la pérdida de un elemento que es usualmente escaso’?’.

2.6.1. DEHAL1 (IYD)

La yodotirosina deshalogenasa 1 (DEHAL1 o IYD) es la enzima responsable del reciclaje del I'y actua
a través de la desyodacién de MIT y DIT. Esta accién es muy importante porque genera una gran

fuente de yodo intratiroideo que se puede reutilizar para la sintesis de hormonas tiroideas.

La proteina DEHAL1 pertenece a la familia de las NADPH oxidasa/flavin reductasas, su secuencia
estd altamente conservada entre mamiferos y tiene un alto nivel de homologia con las NADPH

reductasas bacterianas'*.

El gen DEHAL1 se encuentra en el cromosoma 6q24-q25, contiene 5 exones y codifica una proteina

de 289 aminoacidos que contiene un dominio nitroreductasa.

DHEAL1 se expresa mayoritariamente en el tejido tiroideo, pero también, con mucha menos

intensidad, en el rifidn y la traquea.

La proteina DEHAL1 se encuentra de forma predominante en la membrana apical de los tirocitos,
con su dominio catalitico encarado hacia la superficie extracelular de dicha membrana. Este hecho
sugiere que esta enzima realiza un rapido reciclaje del yodo muy cerca del lugar donde este se

organifica.

La reaccion de desyodacion ocurre durante la protedlisis de la Tg, antes y durante su endocitosis.
Después de la endocitosis, DEHAL1 se encuentra en cara interna de las membranas lisosdmicas. Su

accion es NADPH dependiente y tiene mayor actividad en MIT que en DIT#,
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La importancia del reciclaje del yodo se confirmd cuando se demostré que mutaciones homocigotas

en el gen DEHAL1 causaban bocio con deficiencia relativa de yodo#¢47,

2.7. LIBERACION Y TRANSPORTE DE LAS HORMONAS ACTIVAS

2.7.1. SECRECION DE LAS YODOTIRONINAS T3 Y T4

La secrecion de las hormonas tiroideas a la circulacidn sanguinea se inicia con el transporte de la Tg

almacenada en el lumen folicular hacia el interior del tirocito y su posterior protedlisis.

La protedlisis de la Tg puede ocurrir en el exterior o interior del tirocito a través de catepsinas que
se localizan en el espacio extracelular del plasma apical o dentro del sistema endolisosomal del

tirocito®!.

La endocitosis de la Tg se efectua a través de micro y macro pinocitosis en la membrana apical de
la célula. La mayoria de la Tg se internaliza por una endocitosis de fase fluida, pero también a través
de endocitosis mediada por receptores como la megalina, que se encargaria del transporte de las

moléculas de Tg con menos indice de yodacidén*,

Estas vesiculas endociticas se fusionan con los lisosomas, de manera que se forman los
fagolisosomas, donde la protedlisis de la Tg ocurre a un pH bajo a través de endopeptidasas,

catepsinas y exopeptidasas a la vez que se van desplazando hacia el lado basolateral de la célula®.

Los productos proteoliticos de la Tg son MIT, DIT, T3, T4 y en menor cantidad otras yodotironinas y
aminoacidos®. Dentro del espacio intracelular, la T4 puede ser desyodada para formar T3 a través
de la desyodasa 2, por lo que la cantidad de T3 que se libera depende de su contenido en la Tg,

pero también de la actividad de esta enzima'®.

La TSH estimula tanto la endocitosis como la actividad de las enzimas desyodasas, incrementando

asi la secrecion de hormonas tiroideas.

Las yodotirosinas MIT y DIT son desyodadas por DEHAL1 y las yodotironinas T3 y T4 se secretaran
a la circulacidn sanguinea a través de la membrana basolateral mediante transportadores, de los

cuales el MCT8 parece ser el mas importante®..
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2.7.2. MCT8

El transportador mas importante es el MCT8, que participa en la entrada y salida de hormonas
tiroideas de las células y estd implicado en la liberacién de dichas hormonas de la gldndula tiroidea

a la circulacién sanguinea®®.

151

Este transportador es especifico para las hormonas tiroideas™" y se ha identificado su expresién en

el rifidn, cerebro, higado y corazén*>2.

Se ha descrito que mutaciones con pérdida de funcién del gen MCT8 causan alteraciones severas
del desarrollo psicomotor, un trastorno ligado al X que se conoce como sindrome de Allan-Herdon-
Dudley®®?. Los pacientes varones, ademas, presentan alteraciones en los niveles de hormonas

tiroideas (T4 disminuida y T3 elevada)®®3.

El gen MCTS8 se localiza en el cromosoma Xq13.2, contiene 6 exones y codifica una proteina de 539

aminoacidos con 12 dominios transmembrana®>3.

En la Figura 14 encontramos representado de forma esquematica el proceso de la biosintesis de las

hormonas tiroideas.
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Figura 14. Biosintesis de las hormonas tiroideas. Transporte de I: en la membrana basolateral se muestran los transportadores
NIS y KCNQ1 y KCNE2, asi como la ATPasa, encargados de captar el I. En la membrana apical, el canal de I que se encarga del
eflujo de I, que corresponderia a pendrina, CIC-5 y ANO1. Las aglomeraciones de redondas granates corresponden a moléculas
de TG. Organificacion del I': en la membrana apical se muestra el sistema generador de H,0, DUOX/DUOXA y TPO que intervienen
en la yodacion de los residuos tirosinicos de la Tg (Tyr) para formar MIT y DIT (1C). Reaccién de acoplamiento: TPO interviene en
el acoplamiento de MIT y DIT para formar T3 y T4 (1D). Reciclaje del I: DEHAL actuda a nivel apical y lisosémico. Secrecién de
yodotironinas: T3 y T4 pasan a la circulacion sanguinea a través de MCT8. Extraido de 1.
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2.8. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS

2.8.1. RECEPTOR DE LA TSH

La TSH controla la funcidn y el crecimiento de la glandula tiroidea mediante la regulacién de los

niveles intracelulares de AMPc a través de la unidn con su receptor (TSHR).

El gen TSRH se localiza en el cromosoma 14g31. Su tamafio es de 60 Kb y comprende 10 exones. El
dominio extracelular del receptor esta codificado por 9 exones, mientras que un solo exdn codifica

toda la region transmembrana y el dominio intracelular®®,

El TSHR es una cadena glicoproteica de 744 aminodacidos, que se ubica en la membrana basolateral
del tirocito. Al igual que los receptores para las hormonas luteinizante (LH), gonadotrofina coridnica
(HCG) y foliculo estimulante (FSH), el receptor de TSH es miembro de una familia de receptores
acoplados a la proteina G. El TSHR tiene 7 dominios transmembrana, una larga porcién amino-

terminal que es extracelular y una porcidn carboxi-terminal corta intracelular’*>® (Figura 15).
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Figura 15. Estructura del TSHR. Extraido dels>.

El TSRH experimenta dos cambios post translacionales importantes una vez se encuentra en la
membrana celular: protedlisis en 2 subunidades (TSRH, y TSRHg), que se mantienen unidas

mediante uniones covalentes, y creacién de formas oligoméricas®>®.
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La proteina G es el intermediario que cumple la funcidon de transduccién entre el receptor y la
activacion de la adenilciclasa. La activacién funcional de este receptor a través de la unién de la TSH
induce la disociacién de un trimero de proteinas: Gq, Gg y G, (proteina Gs). Estas proteinas estan
localizadas, junto a los receptores, en el lado citoplasmatico de la membrana celular. La separacién
de la subunidad a del complejo By permite que la primera pueda estimular la adenilciclasa, también

en la membrana, lo que conducird a un aumento intracelular de AMPc**’.

La activacion de la via TSH/TSHR es un desencadenante para la expresion de genes como TG, TPO y
NIS, los cuales codifican proteinas que actlan en la sintesis de las hormonas tiroideas. Como la
expresion de estos genes depende, al menos en parte, de la presencia de factores de transcripcion

como TITF1, TITF2 y PAXS, es posible que la via TSH/TSRH actle a través de estos ultimos*®’.

2.8.2. FACTORES DE TRANSCRIPCION TIROIDEOS

El desarrollo embrioldgico de la glandula tiroidea y su migracion dependen de la interaccion de

varios factores de transcripcion: TITF-2/FOXE1, TITF-1/NKX2-1 y PAX8.

Cada uno de estos factores de transcripcion se expresa en otros tejidos adultos humanos, pero solo

se expresan de manera conjunta en las células tiroideas foliculares?..

La expresion coordinada de los factores de transcripcion TITF-2/FOXE1, TITF-1/NKX2-1 y PAXS8 es
esencial para mantener la funcién tiroidea en la glandula diferenciada, siendo elementos clave para

la sintesis y la secrecién de las hormonas tiroideas®*®.

2.8.2.1. TITF-2 (FOXE1)

El factor de transcripcion tiroideo 2, también llamado FOXE1, regula la expresién de genes
especificos tiroideos y es esencial para la formacion de la glandula y su migracidn, siendo el principal
implicado en una red de factores de transcripcién y cofactores que inician la diferenciacion del

tejido tiroideo®®.

ElI TITF-2 es un miembro de la familia FOX, y tiene la capacidad de interactuar con los nucleosomas
a través de su dominio hélice-bucle-hélice y de alterar la estructura de la cromatina, creando un

dominio expuesto que es necesario para la accidn de otros factores de transcripcion®>,
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También es un elemento muy importante para el mantenimiento de la glandula diferenciada,
porque es esencial para regular la expresién de otros genes especificos del tiroides. Esta proteina
reconoce las secuencias promotoras de los genes TG y TPO, regulando su expresion bajo la

estimulacién de la TSH?.

El gen TITF-2 se localiza en el cromosoma 9g22 y contiene un solo exdn. Los estudios en animales
han demostrado que este gen tiene un papel critico en el desarrollo embriolégico del tiroides, ya

que ratones knockout homocigotos presentan disgenesia tiroidea grave’.

2.8.2.2. TITF-1 (NKX2-1)

El factor de transcripcion tiroideo 1, también llamado NKX2-1, es un factor de transcripciéon
homeobox que pertenece a la familia de los genes NK-2 y que juega un papel importante en el
desarrollo de la glandula tiroidea y en el control transcripcional de genes implicados en la funciéon

del tiroides diferenciado®®.

La funcion principal de TITF-1 en el tirocito maduro es activar la transcripcion de genes especificos
del tiroides como TG y TPO. Parece que esta proteina actla de manera sinérgica con el factor de

transcripcién PAX8°,

El gen que codifica la Tg fue el primero que se identificé como objetivo transcripcional de TITF-116,
Se ha demostrado que TITF-1 es el principal mediador de la respuesta del gen TPO al estimulo de la
TSH2, Aunque habitualmente TITF-1 promueve la activacidn transcripcional de los genes TGy TPO,

también puede actuar como regulador represor de ambos?.

Un estudio reciente en el que se realizé un analisis gendmico en células de tejido tiroideo folicular
murino concluyd que los genes NIS y DUOX2 también presentan regiones reguladoras en las que

TITF-1 podia actuar como promotor®®,

Se han identificado otros genes en los roedores adultos que se regulan por TITF-1, entre los que se

incluyen TSRH y SLC26A4%,
Este gen se localiza en el cromosoma 14q13, contiene 3 exones y codifica una proteina de 42 kDa’.

Mutaciones heterocigotas en este gen se asocian con patologia mixta que incluye HC, distrés

respiratorio y anomalias neuroldgicas!®.
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2.8.2.3. PAX8

PAX8 es un factor de transcripcidén de la familia de proteinas PAX (paired box) que juega un papel
importante en el desarrollo de la gldndula tiroidea, en el momento de su evaginacidn desde el suelo

de la faringe y durante su migracion caudal®*.

El factor de transcripcion paired box 8 es la proteina codificada del gen PAX8, que se localiza en el
cromosoma 2q12-g14. Su estructura contiene 12 exones, de los cuales, su coddn de inicio estd en
el exdn 2, los exones 3,4 y el extremo 5 del exdn 5 codifican un dominio de unién al DNA (paired

box domain) mientras que los exones 10 y 11 codifican un dominio de activacidn transcripcional®®.

PAX8 reconoce secuencias especificas de DNA a través de un dominio paired box de 128

aminodcidos, que ha permanecido altamente conservado durante la evolucién de las especies!®*.

Este factor de transcripcion es esencial para la activacién de la transcripcion de los genes TG, TPO
y NIS™¥8, Su secuencia de unidn se solapa parcialmente con la secuencia de unién de TITF-1 en los
promotores TG y TPO*. PAX8 y TITF-1 actGan activamente de forma sinérgica en la transcripcion

del gen TG, efecto que no se ha observado sobre el gen TPO8,

Se ha demostrado que el gen TPO en particular, es altamente dependiente de PAXS8, por lo que la
expresion reducida de TPO secundaria a alteraciones en PAX8 podria explicar defectos parciales en

la organificacién del yodo’.

Se ha demostrado que también actua regulando la expresion del factor de transcripcién TITF-1,
TITF-2 y de la oxidasa DUOX2%°, aunque los estudios respecto a la contribucion de PAX8 sobre esta

ultima, son contradictorios'’°.
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1. HIPOTESIS

La expresion clinica de las DT es muy amplia, con formas clinicas que van desde el hipotiroidismo
subclinico hasta el desarrollo de bocio. Muchos de los pacientes diagnosticados de HC en el cribado
neonatal presentan un perfil sugestivo de dishormonogénesis, en base a criterios clinicos,
hormonales y gammagraficos, pero pocos estudios han analizado sistematicamente el defecto

molecular en estos pacientes.

Se han descrito un nimero elevado de genes asociados a la regulacidn de la sintesis de hormonas
tiroideas, pero en muchos pacientes con estas patologias no se ha identificado todavia un defecto

molecular causal.

El diagndstico genético mediante la implementacién de las técnicas moleculares de secuenciacién
masiva o Next Generation Sequencing (NGS) a todos los pacientes con sospecha de DT

diagnosticados en el cribado neonatal del HC, seria de gran interés para:

= Establecer su diagndstico clinico definitivo.
= QOrientar el prondstico, asi como el caracter transitorio o definitivo del hipotiroidismo.

= Adecuar el tratamiento segun el defecto molecular, dado que los defectos en SLC26A4, IYD,

DUOX2, DUOXA2 y SLC5A5 podrian ser tratados con suplementos de yodo en lugar de LT4.

= Realizar un asesoramiento genético a los pacientes afectos y sus familias y, a su vez,
contribuir a un diagndstico y tratamiento mas precoz del hipotiroidismo en la descendencia

futura.

= Determinar cambios sustanciales en los procedimientos diagndsticos utilizados para
orientar su etiologia y asi evitar la practica de procedimientos invasivos para el paciente,
como la gammagrafia tiroidea con 12| y el test de descarga con perclorato, que actualmente

se efectiian de forma rutinaria en la reevaluacién diagndstica.
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Asimismo, este proyecto de investigacion también podria contribuir a:

=  Ampliar nuestro conocimiento de las bases moleculares implicadas en la DT.

= Mejorar nuestro conocimiento de la relacién fenotipo-genotipo en estos pacientes.

= Definir el posible origen oligogénico de estos trastornos.

= Contribuir a la descripcion potencial de nuevos genes implicados en la DT en aquellos

pacientes con HC permanente y estudio genético negativo mediante estudio de exoma.

2. OBIJETIVOS

Los objetivos de este estudio son los siguientes:

1.

Formar una cohorte de pacientes con sospecha de DT procedentes del programa

de cribado neonatal del HC.

Disefar y validar paneles de secuenciacidon masiva para los genes implicados en la

DT.
Analizar molecularmente pacientes con sospecha de DT mediante dichos paneles.

Definir la relacién genotipo-fenotipo de las DT (perfil de hormonas tiroideas, patrén
de captacion gammagrafico y respuesta al test de perclorato) con las variantes

observadas.
Determinar la posible existencia de una base genética oligogénica en las DT.

Determinar posibles factores predictivos de la evolucidn de la enfermedad.
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Pacientes y métodos

1. DISENO DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio longitudinal, retrospectivo y observacional de una cohorte de pacientes con
sospecha de DT. Este estudio esta aprobado por el Comité de Etica de Investigacién Clinica (CEIC)

del Hospital Universitari Vall d’"Hebron (HUVH).

2. SUJETOS DEL ESTUDIO

Se incluyeron un total de 70 pacientes con sospecha de DT procedentes del programa de cribado
neonatal de HC de Cataluia y que se atendieron en la Unidad de Endocrinologia Pediatrica del
HUVH entre los afios 2001 y 2017. Los pacientes procedieron de este mismo centro, que es centro
de referencia para el diagnéstico y tratamiento del HC en Cataluiia, y de otros centros hospitalarios

nacionales con Unidad de Endocrinologia Pedidtrica, mayoritariamente de Catalufia.

Criterios de inclusién
Se debian cumplir los dos siguientes criterios:

a. Pacientes con niveles de TSH superiores a 10 mUI/L en la muestra extraida en el

momento de la confirmacion diagndstica del hipotiroidismo.
b. Pacientes con estudio gammagrafico y/o ecografico sugestivo de DT.
Criterios de exclusién

a. Pacientes con niveles de TSH inferiores a 10 mUI/L en la muestra extraida en el

momento de la confirmacién diagndstica del hipotiroidismo.

b. Pacientes afectos de agenesia o ectopia tiroidea diagnosticadas mediante

gammagrafia y/o ecografia tiroidea.
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3. PROCEDIMIENTOS

3.1.

EVALUACION CLiNICA

Todos los recién nacidos con sospecha de HC fueron remitidos a la Unidad de diagndstico y

tratamiento del HC del HUVH con cardcter urgente y se sometieron a un protocolo de estudio

riguroso para confirmar el diagndstico bioquimico de hipotiroidismo y conocer la presencia y

localizacién de la gldandula tiroidea.

La metodologia de recogida de datos y seguimiento clinico de los pacientes se realizé revisando las

historias clinicas de cada uno de los participantes del estudio. Se incluyeron datos clinicos, de

laboratorio y de imagen.

3.1.1. DATOS CLINICOS

3.1.1.1. DATOS CLINICOS PERINATALES

Personales

Sexo y origen.

Peso al nacimiento, expresado en gramos y en desviaciones estandar (DE) segun la
edad gestacional (referencias Estudios Espafioles de Crecimiento 2010,
www.estudiosdecrecimiento.es).

Longitud al nacimiento, expresada en centimetros y en DE segun la edad
gestacional (referencias Estudios Espafioles de Crecimiento 2010)

Perimetro cefalico al nacimiento, expresado en centimetros y en DE (referencias
Libro: Ferrandez Longas A, Baguer L, Labarta-Aizpun JI, et al. Estudio longitudinal
de nifios espafioles normales desde el nacimiento hasta la edad adulta. Fundacién
Adrea Prader. 2005).

Edad a la primera visita al hospital, expresada en dias de vida.

Tratamiento sustitutivo al diagndstico (si o no).

Dosis de LT4 al diagndstico, expresada en mcg/kg/dia.

Familiares

Antecedentes familiares de hipotiroidismo.
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3.1.1.2. DATOS CLINICOS DE SEGUIMIENTO

= Pesoalos 12 meses, 2 y 4 afios de edad, expresado en kilogramos.
= Tallaalos 12 meses, 2 y 4 aiios de edad, expresada en centimetros.
= Tratamiento sustitutivo a los 12 meses, 2 y 4 afios de edad (si o no).
= Dosisde LT4 a los 12 meses, 2 y 4 afios de edad, expresada en mcg/kg/dia.
= Reevaluacidn diagnéstica (si o no).
Para realizar esta reevaluacion, se suspendié el tratamiento sustitutivo durante 1
mes, después del cual se realizé un estudio hormonal del eje tiroideo y un test de
descarga con perclorato.
= Edad a la reevaluacion diagndstica, expresada en afios.
= Diagndstico a la reevaluacidon diagnéstica.
Los diagndsticos después de la reevaluacion se clasificaron, segun los resultados de
la funcionalidad tiroidea, de la siguiente manera:
=  TSH>10 mU/L, FT4 < 0.8 ng/dL: HC definitivo severo
=  TSH>10 mU/L, FT4 > 0.8 ng/dL: HC definitivo leve
= TSH<5mU/L, FT4 > 0.8 ng/dL: HC transitorio
=  TSH5-10 mU/L, FT4 > 0.8 ng/dL: hipertirotropinemia
= Reinicio del tratamiento sustitutivo después de la reevaluacién diagndstica (si o
no).
= Edad al finalizar el estudio, expresada en afos.
= Tratamiento sustitutivo al finalizar el estudio (si o no).

= Dosis de LT4 al finalizar el estudio, expresada en mcg/kg/dia.

3.1.2. DATOS ANALITICOS

Valores de TSH en la prueba de cribado neonatal, expresados en mUI/L

Las muestras procedentes del cribado neonatal se analizaron en el Hospital Clinic de
Barcelona. Se realiz6 una determinacién cuantitativa de la TSH en las muestras de
sangre seca en papel de filtro utilizando el sistema automatico de inmunoensayo
1235AutoDELFIA®. Se trata de un ensayo en fase sdlida fluoroinmunométrico, basado
en la técnica directa del sandwich, en la que dos anticuerpos monoclonales (derivados
del ratén) se dirigen contra dos determinantes antigénicos distintos de la molécula de

TSH. Los estandares, los controles y las muestras que contengan TSH se hacen
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reaccionar simultdneamente con los anticuerpos monoclonales inmovilizados, dirigidos
contra un sitio antigénico especifico de la subunidad B de la TSH, y los anticuerpos
monoclonales marcados con europio (dirigidos contra un sitio antigénico diferente
localizado parcialmente en la subunidad B y parcialmente en la subunidad a) en el
tampon del ensayo. La solucién tampdn del ensayo eluye la TSH de las manchas de
sangre secas en los discos de papel de filtro. Una solucidn intensificadora disocia los
iones de europio del anticuerpo marcado en una solucién donde éstos forman, con los
componentes de dicha solucidn, quelatos altamente fluorescentes. A continuacién, se
mide la fluorescencia en cada pocillo. La fluorescencia producida en cada muestra es

proporcional a la concentracién de TSH de la muestra analizada.

= Valores de TSH, expresados en mUI/L

Se midieron los valores de TSH en los siguientes momentos: en la primera visita
(confirmacién diagndstica), a los 12 meses, a los 2 y 4 afios de edad y en la reevaluacion
diagndstica.

El analisis se realizé mediante un test de quimioluminiscencia (TSH3-Ultra de ADVIA
Centaur®). El ensayo TSH3-Ultra de ADVIA Centaur® es un ensayo de tercera generacion
que utiliza un anticuerpo monoclonal anti-FITC (isotiocianato de fluoresceina) unido de
forma covalente a particulas paramagnéticas, un anticuerpo de captura monoclonal
anti-TSH marcado con FITC, y un trazador que estd formado por éster de acridinio y un
anticuerpo mAb anti-TSH conjugado a seroalbimina bovina (BSA) para la deteccidn por
quimioluminiscencia. Existe una relacion directa entre la cantidad de TSH presente en
la muestra del paciente y la cantidad de unidades relativas de luz (RLU) detectadas por

el sistema.

= Valores de FT4, expresados en ng/dL

Se midieron los valores de FT4 en los siguientes momentos: en la primera visita
(confirmacién diagnéstica), a los 12 meses, a los 2 y 4 afios de edad y en la reevaluacion
diagnostica.

El analisis se realizd mediante un test de quimioluminiscencia (FT4 de ADVIA Centaur®).
El ensayo FT4 de ADVIA Centaur® es un inmunoensayo competitivo que utiliza

tecnologia de quimioluminiscencia directa. La FT4 presente en la muestra del paciente
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compite con la T4 marcada con éster de acridinio presente en el reactivo por una
cantidad limitada de anticuerpo policlonal biotinilado anti-T4 de conejo. El anticuerpo
anti-T4 marcado con biotina se une a avidina, que estd unida de forma covalente a
particulas paramagnéticas de la fase sdlida. Existe una relacion inversa entre la cantidad
de FT4 presente en la muestra del paciente y la cantidad de unidades relativas de luz

(RLU) detectadas por el sistema.

=  Valores de Tg, expresados en ng/mL

Se midieron los valores de Tg en los siguientes momentos: en la primera visita
(confirmacién diagndstica), a los 12 meses, a los 2 y 4 afios de edad y en la reevaluacion
diagnéstica.

El andlisis se realizd mediante un test de electroquimioluminiscencia (Elecsys® Tg Il —
Cobas®). Este test se basa en la técnica de sandwich. En primer lugar, un anticuerpo
monoclonal biotinilado especifico de la Tg y anticuerpos monoclonales especificos de
la Tg marcados con un complejo de rutenio, reaccionan para formar un complejo
sandwich. Posteriormente, después de incorporar microparticulas recubiertas de
estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase sélida por interaccién entre la
biotina y la estreptavidina. Por ultimo, la mezcla de la reaccion es trasladada a la célula
de lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del
electrodo. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una reaccion

guimioluminiscente cuya emision de luz se mide con un fotomultiplicador.

= Anticuerpos TgAb, clasificados en positivos y negativos
Se analizaron en los pacientes con antecedentes maternos de hipotiroidismo.

El andlisis se realizd mediante el ensayo anti-Tg de ADVIA Centaur®. Se trata de un
inmunoensayo competitivo que utiliza tecnologia de quimioluminiscencia directa. El
autoanticuerpo frente a la Tg presente en la muestra del paciente compite con el
anticuerpo policlonal humano TgAb unido al anticuerpo policlonal anti-humano de
cabra que se encuentra unido de forma covalente a particulas paramagnéticas de la
fase sdlida por una cantidad limitada de Tg humana marcada con éster de acridinio

presente en el reactivo luminico.
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Existe una relacion inversa entre la cantidad de anticuerpos TgAb presentes en la
muestra del paciente y la cantidad de unidades relativas de luz (RLU) detectadas por el

sistema.

= Anticuerpos TPOADb, clasificados en positivos o negativos
Se analizaron en los pacientes con antecedentes maternos de hipotiroidismo.

El analisis se realiz6 mediante el ensayo anti-TPO de ADVIA Centaur®. Se trata de un
inmunoensayo competitivo que utiliza tecnologia de quimioluminiscencia directa. El
autoanticuerpo frente a la TPO presente en la muestra del paciente compite con el
anticuerpo monoclonal TPOAb de ratén, que esta unido de forma covalente a particulas
paramagnéticas de la fase sélida, por una cantidad limitada de TPO humana que forma
un complejo con el anticuerpo monoclonal de ratén TPOAb marcado con éster de
acridinio presente en el reactivo luminico. Existe una relacion inversa entre la cantidad
de anticuerpos TPOAb presentes en la muestra del paciente y la cantidad de unidades

relativas de luz (RLU) detectadas por el sistema.

3.1.3. EXPLORACIONES DE IMAGEN
=  Gammagrafia tiroidea
Se realizd en la primera visita, siempre antes de iniciar el tratamiento sustitutivo.

Las gammagrafias tiroideas realizadas a los pacientes del estudio se efectuaron en
el servicio de Medicina Nuclear del HUVH. Para su realizacidon se administraron 0,5
mCi de pertecnetato endovenoso (**™Tc) y se obtuvieron imdagenes en la
gammacamara 30 minutos después. Se obtuvieron detecciones cervicales,
anteriores y laterales, incluyendo la zona mandibular. Los resultados de la

gammagrafia tiroidea se clasificaron en:

= Glandula bilobulada de localizacién eutdpica y captacion normal
=  Glandula bilobulada de localizacién eutdpica y baja captacién
= Glandula bilobulada de localizacién eutdpica y alta captacion

= Ausencia total de captacion glandular
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Ecografia tiroidea

Se realizé en los casos de ausencia de captacién tiroidea en la gammagrafia, para

confirmar asi la ausencia o presencia de tejido tiroideo.

Las ecografias tiroideas se efectuaron en el servicio de Radiologia Pedidtrica del
HUVH. En caso de confirmar la presencia de tejido tiroideo, se definié el tamafio, la

morfologia y la estructura de la glandula.

Test de descarga con perclorato

Se realizé en el momento de la reevaluacidon diagndstica, después de que los
pacientes permanecieran un mes sin tratamiento sustitutivo. En el caso de disponer
de estudio genético definitivo en el momento de la reevaluacion diagndstica, se

obvio esta exploracion.

Los test de descarga de perclorato se efectuaron en el servicio de Medicina Nuclear
del HUVH. Para realizar este test, primero se administré el radiotrazador 23l a los
pacientes y se obtuvieron imagenes tiroideas cervicales anteriores a las 2 horas de
su administracion. Inmediatamente después, se administraron 500 mg de
perclorato sddico via oral y se obtuvieron nuevas imdgenes tiroideas a los 30 y 60
minutos posteriores a su administracidn, con las que se cuantific el porcentaje de
aclaramiento tiroideo respecto a la imagen basal (reduccién de la radioactividad

acumulada). Los resultados de esta prueba se clasificaron de la siguiente manera:

= Aclaramiento < 10%: test negativo
= Aclaramiento 10-90%: defecto parcial de la organificacion

=  Aclaramiento > 90%: defecto total de la organificacidn
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3.2. EVALUACION GENETICA

3.2.1. DATOS GENETICOS EVALUADOS

En cuanto a los datos genéticos obtenidos en la evaluacidon genética, los pacientes se
clasificaron segun:
= Numero de genes afectos: DT monogénica, DT digénica.

= Variantes alélicas encontradas: homocigosis (misma variante en ambos alelos),
heterocigosis (una sola variante en uno de los alelos), heterocigosis compuesta (dos

variantes distintas, cada una de ellas en un alelo distinto).

En los casos en que fue posible, se realizé estudio genético molecular a los progenitores. Los

resultados de este estudio de cosegregacion se clasificaron de la siguiente manera:

= Portador con funcidn tiroidea normal
=  Portador con funcién tiroidea alterada

= No portador

3.2.2. METODOLOGIA DEL ANALISIS GENETICO

Para el analisis molecular, se recogié una muestra de sangre (4 ml, tubo EDTA) de cada uno de los
pacientes y posteriormente se realizd la extraccidn de DNA mediante el equipo automatico

chemagic™ 360 (Perkin-Elmer).

Se disefiaron dos paneles NGS que incluyeron todos los genes implicados en el HC que se conocian
hasta el momento en que se realizo el disefio. Cuando con el primer panel, Ilamado “panel bésico”
o DT I, no se llegd al diagndstico molecular, se analizaron las muestras utilizando el “panel

ampliado”, que incluia los genes que se han asociado con HC de manera mas reciente.
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= PANELES NGS DE GENES RELACIONADOS CON EL HC

1. Panel Basico (DT)

El panel NGS denominado “basico” o DT | (GeneRead, Qiagen, EEUU) incluyé los reactivos
necesarios para el andlisis molecular de los principales genes implicados en la regulacién de la

hormonogénesis tiroidea: TSHR, SLC5A5, TPO, DUOX2, DUOXA2, TG, IYD, SLC26A4 y PAXS.

Para su disefio especifico se utilizé la herramienta GeneRead DNAseq Custom Builder de Qiagen
(https://www.qgiagen.com/es/shop/genes-and-pathways/custom-products/custom-array-

products/generead-designer/). La estrategia utilizada se basé en la obtencién de una mezcla de 353
amplicones (con un tamafio medio de 200 pares de bases, cobertura de +/- 10 nucledtidos de la
zona de unién exdn-intron) que incluian la secuencia de los exones y de las regiones intrénicas
adyacentes de los genes de interés, obteniéndose una cobertura total tedrica cercana al 100% de

la secuencia diana.

La preparacién de las librerias previa a la secuenciacion incluyé diversas etapas: amplificacion inicial
por PCR de los genes a analizar, reparacién de extremos de los amplicones obtenidos, adicién de
poliA, e indexado de las muestras con una pareja de primers especifica para cada una de ellas. Una
vez obtenidas las librerias, se cuantificaron y se mezclaron en cantidades equimoleculares. Después
de la desnaturalizacion y dilucion de esta mezcla final de librerias, se realizd finalmente la

secuenciacion en un equipo MiSeq de lllumina (http://www.illumina. com/systems/miseq.ilmn).

Los resultados de las secuencias obtenidos se sometieron a un proceso de andlisis bioinformatico
mediante las plataformas MISeq Control Software (MCS), MiSeq Reporter (lllumina Inc, San Diego
CA, USA), GeneRead SeqVariant Analysis software (Qiagen) y ANNOVAR (Wang et al. Nucleic Acids
Research 2010) con el objetivo de valorar la calidad de los datos y obtener finalmente un listado de
variantes distintas con respecto al genoma de referencia, cuya implicaciéon en el fenotipo del
paciente se valoré individualmente. La cobertura minima aceptable fue de 20x. Las zonas que no
alcanzaron este nivel de cobertura y aquellas zonas no cubiertas por el disefio del panel se

analizaron mediante secuenciacidén Sanger.

El “panel basico” o DT | fue validado utilizando muestras de controles y de pacientes con un

diagndstico molecular previamente establecido.
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2. Panel Ampliado (DT Il y disgenesia tiroidea)

Se ha disefié un segundo panel con otros genes relacionados con el hipotiroidismo (GeneRead) para
estudiar pacientes con resultados genotipo-fenotipo no concluyentes después del analisis del
“panel basico” o DT |. Este segundo panel NGS (GeneRead, Qiagen, EEUU) incluydé otros genes
descritos implicados en la regulacién de la hormonogénesis tiroidea, algunos de ellos también
relacionados con la disgenesia tiroidea y asociados a fenotipos sindrémicos: ANO1, GNAS,
TTF1/NKX2-1, TTF2/FOXE1, NKX2-5. Su tamafo medio y cobertura fue similar al “panel basico” con
una cobertura total cercana al 100%. Las regiones no incluidas en el panel y las de cobertura inferior

a 20 se analizaron mediante secuenciacién Sanger.

=  ANALISIS DE LA COHORTE DE PACIENTES MEDIANTE LOS PANELES NGS DISENADOS

Después del analisis bioinformatico del panel/de los paneles se obtuvo una tabla con las variantes
observadas para cada paciente en la que se incluyd: la descripcion de la variante, su posible efecto
en la proteina, su frecuencia en las bases de datos poblacionales, la prediccién de patogenicidad
(CADD; SIFT, Polyphen, Mutation Assesor, etc.), la conservacién evolutiva y la anotacién en bases
de datos de variantes patolégicas (Clin Var, HGMD, Varsome). La nomenclatura utilizada para
describir las variantes fue la recomendada por Human Genome Variation Society

(http://www.HGVS.org/varnomen).

Las variantes se clasificaron siguiendo las recomendaciones del “American College of Medical
Genetics and Genomics” (ACMG) y de la “Association for Molecular Pathology” (AMP) (Richards et
al. Gen Med 2015). Todas aquellas variantes consideradas potencialmente patogénicas se
confirmaron mediante secuenciacion Sanger, para lo que se disefiaron primers especificos para los

fragmentos a amplificar.

* ESTUDIO DE LAS VARIANTES IDENTIFICADAS MEDIANTE EL ANALISIS GENETICO DE LOS
FAMILIARES AFECTOS Y NO AFECTOS

Las variantes potencialmente patogénicas detectadas en los pacientes se analizaron en sus
familiares (afectos y no afectos), con el fin de conocer si la variante observada era de novo o, por el

contrario, heredada. Es de interés conocer la procedencia familiar de cada variante, tanto para
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realizar estudios de cosegregacidon variante-enfermedad como para poder efectuar consejo

genético.

En caso de dos variantes candidatas en heterocigosis en un gen con patrén de herencia recesiva, el

estudio de los progenitores permite conocer si las variantes estan en trans y, por lo tanto, afectan

a los dos alelos de la proteina (heterocigoto compuesto).

= ESTUDIO IN SILICO DE LA POSIBLE PATOGENICIDAD DE LAS VARIANTES OBSERVADAS

MEDIANTE HERRAMIENTAS INFORMATICAS

El estudio in silico para predecir la patogenicidad de las diferentes variantes observadas se realizé

mediante el andlisis de diferentes caracteristicas de cada variante:

a)

b)

c)

La frecuencia alélica de la variante en la poblacién general, publicada en las siguientes
bases de datos: GnomAD (http://gnomad.broadinstitute.org/), Exome Variant Server
(http://evs.gs.washington.edu), 1.000 Genomes (http://www.1000genomes.org/) y

Exome Aggregation Consortium (EXAC, http://exac.broadinstitute.org/). Solo se

tuvieron en cuenta aquellas variantes cuya frecuencia era inferior al 1% en la poblacién

control.

El estudio comparativo de la conservacion en diferentes especies a lo largo de la escala

evolutiva del aminoacido afectado.

La prediccion de la patogenicidad in silico mediante el software Alamut v2.1 (Interactive
Biosoftware), un programa que integra diversas herramientas de predicciéon de
patogenicidad (MutationTester, PolyPhen, Align GVGD, SIFT). Ademas, este programa
también permite predecir cambios en los patrones de splicing mediante diversas
herramientas (Gene Splicer, Human Splicing Finder, MaxEntScan, NNSPLICE y Splice site
Finder-like).

Una vez recogida y analizada toda la informacién anterior y la obtenida en la bibliografia, cada

variante candidata se clasificé siguiendo las recomendaciones del “American College of Medical

Genetics and Genomics” (ACMG) y de la “Association for Molecular Pathology” (AMP) (Richards et

al. Gen Med 2015), considerando de interés diagndstico las que se catalogaron como patogénicas

o probablemente patogénicasy las de significado incierto (VUS) pero que cumplian algunos criterios
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de posible patogenicidad, entre ellos estar en trans con una variante patogénica o probablemente

patogénica.

Finalmente, para cada paciente, se evaluaron las posibles variantes candidatas y su correlacién con

el fenotipo clinico.

4. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, se realizé un andlisis descriptivo. Para las variables categodricas, se calcularon las
frecuenciasy el intervalo de confianza exacto al 95%. Para las variables continuas se calculd la media

y la DE, junto al intervalo de confianza para la media al 95% y la mediana y el rango intercuartilico.

Para realizar el analisis comparativo entre las diferentes categorias de las variables de interés, se
realizd un test de comparacién entre grupos. En el caso de que la variable fila fuera cuantitativa se
realizd una prueba Kruskall-Wallis. Para las variables categdricas se efectué una prueba chi-

cuadrado o la prueba exacta de Fisher cuando las frecuencias esperadas fueron inferiores a 5.
El nivel de significacion estadistica se establecié en p=0.05.

Dado que en el analisis se efectuaron muchas comparaciones, fue necesario corregir (ajustar) los p-
valores, ya que algunos resultados podian ser dados al azar. Existen varios métodos para efectuar
esta correccién. En este caso, se optd por utilizar un método que corrige el p valor a partir de
corregir la probabilidad de obtener falsos resultados positivos, el false discovery rates (FDR). Asi, se

ha efectud un ajuste del p-valor por el método FDR (Benjamini & Hochbert,1995).

Para los analisis graficos de las variables categdricas se realizé un diagrama de barras, donde cada
barra indicaba un grupo y cada color una categoria de la variable clinica a tener en cuenta; el eje
vertical indicaba el porcentaje. Para las variables numéricas se realizd un boxplot (diagrama de

cajas) teniendo en cuenta cada uno de los grupos.

Todos los analisis fueron realizados con el programa estadistico “R” (R version 3.6.1; 2019-07-05),
Copyright (C) 2015 The R Foundation for Statistical Computing, con el soporte de la Unidad de
Bioestadistica del Institut de Recerca del Hospital Vall d'Hebron (VHIR).

71



Pacientes y métodos

5. CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los pacientes que forman parte de este estudio, o sus tutores responsables, aprobaron el uso
de sus muestras en estudios de investigacién mediante un consentimiento informado. Se mantuvo

la confidencialidad de los mismos mediante la asignacion de una codificacién a la muestra.

Este proyecto fue aprobado por el CEIC del HUVH (PR AMI 390/2016, Anexo 2).
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1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

1.1. TAMANO MUESTRAL Y DATOS PERINATALES

Se han incluido un total de 70 pacientes en el estudio.

En este apartado se recogen los datos perinatales: sexo y origen, edad gestacional, antecedentes

familiares y antropometria al nacimiento.

1.1.1. SEXOY ORIGEN

Sexo

B hombre
B mujer

Figura 16. Distribucion de la muestra por sexo.

En la Figura 16 vemos que, del total de la muestra de pacientes analizados, 41 fueron hombres

(58.6%) y 29 mujeres (41.4%).

Por lo que se refiere a la procedencia de los pacientes, un total de 62 eran de origen europeo, 5

de origen marroqui y 3 de origen asiatico.
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1.1.2 EDAD GESTACIONAL

25

20

15

Recuento

10

32 36 37 38 39 40 41 42

Edad Gestacional (semanas)

Figura 17. Distribucidn de la muestra por edad gestacional.

Como vemos en la Figura 17, en la muestra predominaron los pacientes de 39-40 semanas de
gestacion (30 y 21.4% respectivamente). Solo se incluyeron 3 pacientes prematuros (4.3%) y 4

postérmino (5.7%).

1.1.3. ANTROPOMETRIA AL NACIMIENTO

Valor n
Peso 3254.61558.3
(gramos) 3200 (2985,3640) 69
§ IC [3120.5,3388.8]
i 49.4+2.4
'-°(“ci1't)lld 50 (48,51) 69
IC [48.9,50]
i ali 34.7+1.4
Perlme(t:;;:efallco 35 (30.355) .
IC [34.4,35.1]

Tabla 10. Peso, longitud y perimetro cefalico al nacimiento. Valores expresados como
mediat desviacidon estandar y mediana con rango intercuartilico. IC, intervalo de
confianza para la media al 95%; n, nimero de determinaciones.

En la Tabla 10 se muestran los datos antropométricos al nacimiento en valores absolutos. En el

total de la muestra solo habia dos pacientes con un peso superior a las 2 DE, un paciente con una

75



Resultados

longitud superior a las 2 DE, un paciente con un peso inferior a -2 DE y tres pacientes con una
longitud inferior a -2 DE. Por lo que se refiere al perimetro cefdlico (PC), tres presentaron un PC por

encima de las 2 DE y dos por debajo de las -2 DE.

1.1.4. ANTECEDENTES FAMILIARES DE HIPOTIROIDISMO

Familiar afectado

Antecedentes [l madre con tiroxina

familiares [ madre sin tiroxina
Wi [Jpadre sin tiroxina
Hno Ml hermano afecto HC

hermano afecte
[Jhipotiroidismo
diagndstico tardio
W otros familiares
madre con tiroxina
B+ hermano afecto
de HC
Dr‘nadre con tiroxina
+ otros familiares

—)

Figura 18. Presencia de antecedentes familiares de hipotiroidismo y familiar afecto.

Un total de 29 pacientes (41.4%) presentaron antecedentes familiares de hipotiroidismo. En la

Figura 18 se muestra la distribucion segun el familiar afecto de estos 29 pacientes.

El familiar mas frecuentemente afecto fue la madre del paciente. En toda la muestra, un total de
18 pacientes (25.7%) presentaron antecedentes maternos de hipotiroidismo (16 de ellas con

tratamiento sustitutivo y 2 de ellas sin tratamiento, es decir, con hipotiroidismo subclinico).
Dos pacientes presentaban antecedentes de hipotiroidismo subclinico en sus padres.

Se encontraron antecedentes de HC en un hermano en 6 pacientes (8.5%), asi como un paciente

con el antecedente de un hermano con hipotiroidismo de debut tardio.
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En 7 de los 18 pacientes con antecedentes maternos positivos, se efectud el estudio de
hipotiroidismo autoinmune, mediante determinacion de anticuerpos TgAb y TPOAb, resultando en

todos ellos negativo.

1.2. DATOS CLINICOS EN LA PRIMERA VISITA

En este apartado se recogen los datos clinicos obtenidos en la primera visita realizada en la Unidad
de Endocrinologia Pediatrica del HUVH, centro de referencia para la confirmacién del diagnéstico y
el tratamiento del HC en Cataluiia: edad a la primera visita, niveles de TSH en el cribado neonatal y
valores hormonales confirmatorios, resultados de la gammagrafia ®™Tc y la ecografia tiroidea, y

tratamiento sustitutivo al diagndstico.

1.2.1. EDAD A LA PRIMERA VISITA

Frecuencia

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &0

dias vida

Figura 19. Edad de los pacientes el dia de la primera visita.

La edad media de los pacientes el dia de la primera visita fue de 1749.3 dias de vida (minimo 5 dias

de vida, maximo 48 dias de vida). Un 68.6% de los pacientes acudieron a la primera visita antes de

los 15 dias de vida (Figura 19).
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1.2.2. NIVELES DE TSH EN EL CRIBADO NEONATAL Y VALORES HORMONALES
CONFIRMATORIOS

En este apartado se analizan los valores hormonales en el momento de la confirmacién diagndstica;
la correlacién entre los niveles de TSH de cribado y TSH confirmatoria, asi como la correlacidn entre
esta Ultimay la FT4; la clasificacidon de la gravedad segun la TSH y la FT4 confirmatorias y los valores

de TSH (de cribado y confirmatoria) de los casos falsos positivos.

Media + DE Mediana (IQR) Minimo, maximo IC n
TSH cribado 93.3+80.2 61.7 (25.7,139.5) 10.1,381 74.2,112.4 70
(mu/L)
TSH
206.44212.2 95.7 (26.8,375) 5.3,835 155.7,257 70
(mu/L)
FT4
0.940.5 0.9(0.4,1.3 0.1,1.8 0.8,1 65
(ng/dL) (0.4.13)
T8 5524859.5 182 (53.7,550) 0.2,4588 323.9,780.2 57
(ng/mL)

Tabla 11. Valores de TSH de cribado y valores hormonales de TSH, FT4 y Tg confirmatorios. DE, desviacidn
estandar; IQR, rango intercuartilico; IC, intervalo de confianza para la media al 95%; n, numero de
determinaciones. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

En la Tabla 11 se muestran los datos de los resultados hormonales obtenidos en la primera visita,

asi como los valores de TSH procedentes del cribado neonatal.

La media de los niveles de TSH de cribado fue de 93.3+80.2 mU/L. En la analitica realizada el dia de
la primera visita, estos valores fueron mas elevados (206.4+212.2 mU/L). La media de los niveles de

FT4 fue de 0.910.5 ng/dLy, la media de los niveles de Tg, de 552+859.5 ng/mL.
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TSHCONF
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Figura 20. Correlacién entre los niveles de la TSH de cribado y la TSH confirmatoria.
TSHCRIB, TSH de cribado; TSHCONF, TSH en la confirmacién diagndstica.

La Figura 20 muestra la correlacidn entre los niveles de TSH obtenidos en el cribado neonatal y los

qgue se determinaron el dia de la primera visita en el hospital. Existe una correlacidon claramente

positiva entre ambos niveles (coeficiente de correlacidn de Pearson de 0.71, p<0.001).

TSHCONF

800

600

400

200

Pearson Correlation = -0.728
85%CI (-0.826, -0.588) p-value = <0.001

Figura 21. Correlacion entre los niveles de la FT4 y la TSH confirmatoria.
FT4CONF, FT4 confirmatoria; TSHCONF, TSH en la confirmacién diagndstica.
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La Figura 21 muestra la correlacién entre los niveles de TSHy FT4 en el momento de la confirmacién

diagndstica. Como era de esperar, se encuentra una correlacion negativa entre dichos niveles

(coeficiente de correlacién de Pearson -0.72, p< 0.001). Esto significa que, cuanto mas elevados
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sean los niveles de TSH, mas bajos seran los de FT4 y, por lo tanto, mds severo el grado de disfuncién

tiroidea.

Grado de severidad
20— FT4 (ng/dL)
Bleve>0.8
Bmoderada 0408

15 Blsevera<04

Numero de pacientes

|
>50 15-50 10-15 <10
Grado de severidad TSH (mU/L)

Figura 22. Grado de severidad del hipotiroidismo segun los niveles de TSH y FT4.

En la Figura 22 se representa el grado de severidad clasificado segun los niveles de FT4 y segun los
niveles de TSH. Podemos observar que un total de 41 pacientes presentaron niveles de TSH por
encima de 50 mU/L. De estos, 17 (41.5%) presentaron niveles de FT4 por debajo de 0.4 ng/dL, 13
(31.7%) entre 0.4 y 0.8 ng/dL y 11 (26.8%) superiores a 0.8 ng/dL. Todos los pacientes con niveles
de TSH por debajo de 50 mU/L, presentaron niveles de FT4 superiores a 0.8 ng/dL.

En la muestra se incluyeron 5 pacientes con alteracién de la TSH de cribado y niveles de TSH
confirmatoria inferiores a 10 mU/L (falsos positivos), que se muestran en la Tabla 12. La descripcion

y evolucién de estos casos se detallard mas adelante (apartado 6, pagina 149).

Paciente TSH cribado (mU/L) TSH confirmacién (mU/L)
5 20 6
12 30.6 8.5
21 21.4 5.4
22 19 9.2
65 20 5.3

Tabla 12. Niveles de TSH en el cribado y en la confirmacion diagnéstica en los pacientes falsos positivos.
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1.2.3. GAMMAGRAFIA °*"Tc Y ECOGRAFIA TIROIDEAS

Gammagrafia Gammagrafia 9°™Tc tiroidea Ecografia tiroidea
Tiroidea Tc99

Mo capta
W hipocaptante
no realizada

3 - glandula normosituada

hipercaptante
| normocaptante

7 = no realizada
1-> hipoplasia tiroidea
6-> glandula normosituada

1-> hipoplasia tiroidea
2 = bocio
4-> glandula normosituada

Figura 23. Gammagrafia y ecografia tiroideas en la confirmacidn diagnéstica.

En la Figura 23 se muestran los resultados de las pruebas de imagen realizadas en el momento del

diagnéstico.

En el 90% de los pacientes se realizé la gammagrafia tiroidea el dia de la primera visita. No se realizé
esta prueba en un 10% de los pacientes, la mayoria de ellos porqué cuando acudieron a la primera

visita ya habian iniciado el tratamiento sustitutivo.

En 33 pacientes (47.1%) la gammagrafia mostré una glandula normosituada con un grado de
captacion normal. En 13 pacientes (18.6%) se encontré una glandula normosituada con aumento
de captaciéon. La gammagrafia evidencié ausencia total de captacion en 3 pacientes (4.3%), con
presencia de glandula normosituada por ecografia en todos ellos. De los 14 pacientes (20%) con
diagnodstico de glandula hipocaptante, se realizé ecografia en la mitad de ellos: en 1 se confirmé

una hipoplasia tiroidea y en los otros 6 se hallé una glandula eutépica de tamafio normal.

Se realizé ecografia tiroidea a todos los pacientes a los que no se efectué la gammagrafia: 4 de ellos

tenian una glandula eutdpica, 2 bocio y 1 hipoplasia tiroidea.
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1.2.3.1. RELACION ENTRE LOS NIVELES HORMONALES CONFIRMATORIOS Y EL RESULTADO DE
LA GAMMAGRAFIA TIROIDEA

En este apartado se analiza si el resultado de la gammagrafia tiroidea al diagndstico tiene alguna

relacion con los niveles hormonales confirmatorios.

Normocaptante Hipercaptante Hipocaptante p valor n
(n=33) (n=13) (n=14) ajustado total
n=33 n=13 n=14
TSH 260.6+217.1 211.6+189.1 38.5+45.9 <0.01 60
(muU/L) 294 (50.3,375) 150 (50.9,309) 18.9 (11.2,39.8) :
IC [183.6,337.6] 1C [97.3,325.9] IC [12,65]
n=32 n=13 n=14
FT4 0.810.5 0.710.4 1.2+0.4 0.02 59
(ng/dL) 0.7 (0.3,1.2) 0.6 (0.4,0.9) 1.3(1.1,1.5)
IC [0.6,1] IC [0.5,1] IC[1,1.5]
n=27 n=12 n=12
Tg 567.6+754.5 1071.1+1333.2 103.14+64.6 01 51
(ng/mL) 300 (48.9,882.5) 808 (58.5,1182.5) 83.4 (57.4,157.5) ’
IC [269.1,866] 1C [224,1918.2] IC [62.1,144.2]

Tabla 13. Valores hormonales segun el resultado de la gammagrafia. Valores expresados como
mediazdesviacidn estandar y mediana con rango intercuartilico. IC, intervalo de confianza para la media al 95%;
n, nimero de determinaciones.

En la Tabla 13 se muestran los valores hormonales confirmatorios de TSH, FT4 y Tg en los pacientes

clasificados segun el resultado de la gammagrafia.

Entre los pacientes a los que se les realizd la gammagrafia, el grupo con niveles mas elevados de
TSH resulté ser el de glandula normocaptante, con una media de 260.6+217.1 mU/L. Por el
contrario, el grupo con niveles mas bajos de TSH fue el de glandula hipocaptante, con una media
de 38.5+45.9 mU/L. El grupo con glandula hipercaptante obtuvo una media de TSH de 211.6+£189.1

(Figura 24). Estas diferencias entre los grupos resultan estadisticamente significativas (p < 0.01).
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TSH conf. (mU/L)
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Gammagrafia Tiroidea Tc99m

Figura 24. Valores de TSH confirmatoria segun los resultados de la gammagrafia tiroidea.

En referencia a los valores medios de FT4 entre los distintos grupos, también se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas (p= 0.02), siendo los valores medios mas elevados los
gue presento el grupo con glandula hipocaptante (1.2+0.4 ng/dL) y los mas bajos los que presentd
el grupo con glandula hipercaptante (0.7+0.4 ng/dL). Los pacientes con glandula normocaptante

obtuvieron unos niveles de FT4 de 0.8+0.5 ng/dL (Figura 25).

T4 libre conf. (ng/dL)
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Gammagrafia Tiroidea Tc99m

Figura 25. Valores de FT4 confirmatoria segun los resultados de la gammagrafia tiroidea.

Respecto a los niveles medios de Tg, los mas elevados se encontraron en los pacientes con glandula

hipercaptante (1071.1+1333.2 ng/mL) y los mas bajos en el grupo con glandula hipocaptante
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(103.1£64.6 ng/mL). El grupo con glandula normocaptante obtuvo unos niveles de 567.61754.5
ng/mL. Estas diferencias de los valores de Tg entre los distintos grupos no son estadisticamente

significativas (Figura 26).

Tg conf. (ng/mL)

n=51

3000 4000
1

1000 2000
1

S ——

normocaptante hipercaptante hipocaptante

Gammagrafia Tiroidea Tc99m

Figura 26. Valores de Tg confirmatoria segun los resultados de la gammagrafia tiroidea.

Los 3 pacientes con ausencia total de captacion presentaron los siguientes niveles hormonales: TSH

media de 105.1+114.8 mU/L, FT4 de 0.9+0.3 ng/dL y Tg de 70.8+70.9 ng/mL.

A continuacion, se analiza la relacién entre el grado de severidad del hipotiroidismo y los resultados
de la gammagrafia tiroidea. Se ha clasificado a los pacientes segun la severidad del hipotiroidismo

valorando los niveles de TSH, FT4 y los niveles de ambas conjuntamente.

Normocaptante Hipercaptante Hipocaptante p valor ajustado :
25 (75.8) 10(76.9) 3(21.4)
TSH>50 mu/L IC [57.7,88.9] IC [46.2,95] IC[4.7,50.8]
6(18.2) 3(23.1) 6(42.9)
TSH 15-50 mU/L IC [7, 35.5] IC [5,53.8] IC[17.7,71.1]
0.01 60
0(0) 0(0) 2(14.3)
TSH 10-14.9 mU/L 1€ [0,10.6] 1€ [0,24.7] IC[1.8,42.8]
2(6) 0(0) 3(21.4)
TSH <10 mU/L IC [0.7,20.2] IC [0,24.7] IC[4.7,50.8]

Tabla 14. Clasificacion de la severidad por niveles de TSH segln el resultado de la gammagrafia. Valores
expresados como numero total, entre paréntesis porcentaje. IC, intervalo de confianza exacto al 95%; n,
numero de determinaciones.
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En la Tabla 14, donde se muestra el grado de severidad del hipotiroidismo segin la TSH
confirmatoria dependiendo del resultado de la gammagrafia, podemos ver que la proporcién de
pacientes con TSH > 50 mU/L en los grupos con glandula normocaptante e hipercaptante es alta,
del 75.8% y el 76.9%, respectivamente. Un 18.2% de los pacientes del grupo normocaptante
presentd niveles de TSH de entre 15 y 50 mU/L y un 6% inferiores a 10 mU/L. En el grupo
hipercaptante, un 23.1% de los pacientes presentd unos niveles de 15-50 mU/L y ninguno de ellos
por debajo de 15 mU/L. Por el contrario, en el grupo hipocaptante, solo un 21.4% de los pacientes
presentd niveles de mas de 50 mU/L, y el resto, por debajo de este dintel (la mayoria, un 42.9%, de
entre 15 y 50 mU/L). Las diferencias del grado de severidad entre los distintos grupos son
estadisticamente significativas (p= 0.01). Podemos decir, entonces, que el nivel de gravedad es
mayor en los pacientes con glandula normo e hipercaptante (discretamente mayor en este grupo)
y que, ante una glandula hipocaptante, el grado de severidad es variable, pero con alta probabilidad

de encontrar unos niveles de TSH inferiores a 50 mU/L.

Normocaptante Hipercaptante Hipocaptante p valor ajustado n
Leve 16 (50) 4(30.8) 13(92.9)
FT4 > 0.8 ng/dL IC [31.9,68.1) 1C[9.1,61.4] IC [66.1,99.8]
Moderada 5 (15.6) 6 (46.2) 0(0) 0.01 59
FT4 0.4-0.8 ng/dL IC [5.3,32.8] IC [19.2,74.9] IC [0,23.2]
Severa 11 (34.4) 3(23) 1(7.1)
FT4 <0.4 ng/dL IC [18.6,53.2] IC [5,53.8] 1C[0.2,33.9]

Tabla 15. Clasificacién de la severidad por niveles de FT4 segun el resultado de la gammagrafia. Valores
expresados como numero total, entre paréntesis porcentaje. IC, intervalo de confianza exacto al 95%; n,
numero de determinaciones.

En la Tabla 15, donde se clasifica el grado de severidad segun los valores de FT4, podemos objetivar
gue los pacientes con glandula normocaptante son los que incluyeron un porcentaje mas alto de
pacientes con hipotiroidismo severo (34.4% versus 23% y 7.1% en los grupos hipercaptante e
hipocaptante) aunque la mitad de los pacientes de este grupo presentaron un hipotiroidismo leve.
La severidad en el grupo hipercaptante fue variable, encontrando un hipotiroidismo moderado en
el 46.2% de los pacientes. El grado de severidad en los pacientes con glandula hipocaptante fue
claramente leve (92.9%) y solo en 1 de ellos es severo. Las diferencias entre estos grupos también

son estadisticamente significativas (p=0.01).
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Normocaptante Hipercaptante Hipocaptante p valor ajustado n
TSH >50 mU/Ly 16 (50) 9(69.2) 1(7.1)
FT4 < 0.8 ng/dL IC [31.9,68.1) IC [38.6,90.9] IC [0.2,33.9]
TSH > 50 mU/Ly 8 (25) 1(7.7) 2(14.3)
FT4 > 0.8 ng/dL IC[11.5,43.4] 1C [0.2,36] IC[1.8,42.8]
0.01 59
TSH 15-49 mU/Ly 6(18.8) 3(23.1) 6(42.9)
FT4 > 0.8 ng/dL IC[7.2,36.4] IC [5,53.8] IC[17.7,71.1]
TSH 10-14.9 mU/Ly 0(0) 0(0) 2(14.3)
FT4 > 0.8 ng/dL IC [0,10.9] IC [0,24.7] IC [1.8,42.8]
TSH <10 mU/Ly 2(6.2) 0(0) 3(21.4)
FT4 > 0.8 ng/dL 1C [0.8,20.8] 1C [0,24.7] IC [4.7,50.8]

Tabla 16. Clasificacion de la severidad por niveles de TSH y FT4 combinados segun el resultado de la
gammagrafia. Valores expresados como numero total, entre paréntesis porcentaje. IC, intervalo de confianza
exacto al 95%; n, nimero de determinaciones.

En la tabla superior (Tabla 16) se muestra el grado de severidad combinado (TSH + FT4) segun los
resultados de la gammagrafia. Vemos que la proporcién de pacientes con hipotiroidismo severo
mas alta se encontrd en el grupo hipercaptante (69.2%) seguido del normocaptante (50%). Por el
contrario, solo un 7.1% de los pacientes del grupo hipocaptante presentd un nivel severo de
hipotiroidismo. En este Ultimo grupo, un 35.7% de los pacientes presentd niveles de TSH inferiores
a 15 mU/L con FT4 mayor a 0.8 mg/dL. En cambio, solo 2 pacientes en el grupo normocaptante vy,
ninguno en el hipercaptante, presentaron este grado de severidad tan leve. Las diferencias entre

grupos son también estadisticamente significativas (p=0.01).

En resumen, podemos concluir que los pacientes con un grado mas severo de hipotiroidismo son
los que presentan glandulas hipercaptantes y normocaptantes y que los pacientes con glandula

hipocaptante presentaran, probablemente, un hipotiroidismo leve.
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1.2.4. TRATAMIENTO SUSTITUTIVO AL DIAGNOSTICO

Tratamiento al >

diagndstico

Hno
| E

Figura 27. Tratamiento sustitutivo al diagndstico.

TSH confirmatoria = 9.1+3.6 mU/L
FT4 confirmatoria—> 1.4+0.2 ng/dL

Gammagrafia *™Tc
2 normocaptante
6 hipocaptante

Como vemos en la Figura 27, un 88.2% de los pacientes precisaron tratamiento sustitutivo desde

el momento del diagnéstico.

Frecuencia

15 3.0 45 6.0 7.5 9.0 105 12.0 13.5 15.0 16.5

Levotiroxina (mcglkg/dia)

Figura 28. Dosis de LT4 al diagnéstico.

La dosificacién inicial media de LT4 fue de 9.1+2.2 mcg/kg/dia (Figura 28).

Enla Tabla 17 se describen los 8 pacientes que no recibieron tratamiento sustitutivo en el momento

del diagnéstico.
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. TSH FT4 conf. | Edad inicio TSH inicio FT4 inicio Edad LT4 actual

Paciente conf. LT4 LT4 actual P
(mujy | e/t h (mU/) | (ng/d) | (afios) | (mee/ke/dia)

5 6 1.8 2 meses 13.8 1.1 4 no

9 10.4 1.5 2 meses 7.4 1.1 5 no

12 8.5 1.1 PS PS PS PS PS

21 5.4 1.8 PS PS PS PS PS

22 9.2 1.6 1 mes 9.2 1.6 4 1.4

36 13.5 1.5 PS PS PS PS PS

47 15 1.2 3 meses 9 1.3 5 no

65 5.3 1.4 22 meses 1.8 1.3 6 2.6

Tabla 17. Pacientes sin tratamiento sustitutivo al diagndstico. PS, pérdida de seguimiento.

Los niveles medios de TSH confirmatoria de los 8 pacientes (11.4%) que no recibieron tratamiento
sustitutivo desde el dia de la primera visita fueron de 9.1+3.6 mU/L y los de FT4 de 1.4+0.2 ng/dL.
De estos pacientes, 5 precisaron iniciar el tratamiento antes de la edad de reevaluacidn: 4 antes del
afo de edad y uno entre los 12 y 24 meses de vida. Los 3 pacientes restantes perdieron el

seguimiento clinico.

El patron gammagrafico de los pacientes sin tratamiento al diagndstico fue una glandula

hipocaptante en 6 de ellos y normocaptante en dos.

1.3. REEVALUACION DIAGNOSTICA

En este bloque se detallan las caracteristicas clinicas de los pacientes en el momento de la
reevaluacién diagndstica. Se detalla el nimero de pacientes reevaluados, la edad en la
reevaluacién, los resultados de los niveles hormonales y pruebas de imagen realizadas y su
diagnostico definitivo (hipotiroidismo de cardcter permanente o transitorio). Mds adelante, se

analizaran estos datos correlacionandolos con su genotipo (apartado 3.1.6, pagina 114).
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1.3.1. PACIENTES REEVALUADOS Y EDAD EN LA REEVALUACION

Motivo no reevaluacion

Reevaluacién

lno
Wi

n=26 (89.7%)

3 (11.5%): menor de 4 afios
1(3.9%): pérdida de seguimiento
22 (84.6%): diagndstico genético

n=3 (10.3%)
3 (100%): pérdida de seguimiento

Edad media en la reevaluacion
3.8+1.3 afios (minimo 1, maximo 8)
33 (80.4%) a los 3-4 afios de edad

Figura 29. Pacientes reevaluados, no reevaluados y motivo de no reevaluacién.

Como podemos ver en la Figura 29, un total de 41 pacientes (58.6%) fueron reevaluados en algun
momento de su evolucion. La edad media en la reevaluacién fue de 3.8+1.3 afos. El 80.4% de los
pacientes se reevalud entre los 3 y los 4 afios de edad. Solo 1 paciente se reevalud antes de los 3

afios de edad.

El resto, 29 pacientes (41.4%), no fueron candidatos a la reevaluacion diagnéstica por distintos

motivos.

Los 3 pacientes que no iniciaron tratamiento sustitutivo al diagndstico se han considerado no

reevaluados porque perdieron el seguimiento clinico antes de los 3 afios de edad.

La mayor parte de los pacientes no reevaluados (84.6%) no fueron sometidos a dicha reevaluacién
porque obtuvimos los resultados del estudio genético antes de los 4 afios de edad. En un caso no
fue posible la reevaluacion por pérdida de seguimiento y 3 de ellos no han llegado todavia a los 4

afos de edad.
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1.3.2. NIVELES HORMONALES Y DIAGNOSTICO DEFINITIVO EN LA REEVALUACION

En este apartado se detallan los valores hormonales en la reevaluacidn diagndstica, tras un mes sin
tratamiento sustitutivo, de todo el conjunto de pacientes y se realiza una clasificaciéon por grupos

segun el diagndstico obtenido.

Media+DE Mediana (IQR) Minimo, IC n
maximo
TSH 63.5+86.8 15.4 (6.2,122) 1.6,323 36.1,90.9 41
(mU/L) .586. 4(6.2, .6, .1,90.
FT4
0.9+0.4 1(0.6,1.2 0.1,1.4 0.8,1 41
(ng/dL) 0612)
T8 164.6+311.4 44 (21.9,86) 0.2,1500 57.6,271.6 35
(ng/mL)

Tabla 18. Valores hormonales en la reevaluacién. IQR, rango intercuartilico; IC, intervalo de confianza
para la media al 95%; n, numero de determinaciones. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

En la Tabla 18 vemos que los valores medios de TSH en los pacientes reevaluados fueron de

63.5+86.8 mU/L, los de FT4 de 0.9+0.4 ng/dL, y los de Tg de 164+311.4 ng/mL.

Tras la reevaluacién, los pacientes se clasificaron en 4 grupos segun los resultados de los niveles

hormonales:

- Hipotiroidismo permanente severo: si TSH>10 mU/Ly FT4 <0.8 ng/dL
- Hipotiroidismo permanente leve: si TSH>10 mU/L y FT4 >0.8 ng/dL

- Hipotiroidismo transitorio: si TSH<5 mU/Ly FT4 >0.8 ng/dL

- Hipertirotropinemia: si TSH 5-10 mU/Ly FT4 >0.8 ng/dL
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Figura 30. Diagndstico definitivo tras la reevaluacion.
Niveles de TSH expresados en mU/L, niveles de FT4 expresados en ng/dL.

En la Figura 30 se muestra el diagndstico definitivo de los pacientes reevaluados: un total de 25

Diagnéstico tras reevaluacion

Bpermanente severo (TSH >10, FT4 < 0.8)
[CJpermanente leve (TSH >10, FT4 > 0.8)

[Etransitorio (TSH <5)
[[Ihipertirotropinemia (TSH 5-10, FT4 > 0.8)

pacientes (61%) fueron diagnosticados de hipotiroidismo permanente,

hipotiroidismo severo y 12 (29.3%) de hipotiroidismo leve. Un total de 8 pacientes (19.5%) se

13 (31.7%) de

clasificaron como hipertirotropinemia y los 8 restantes (19.5%) como hipotiroidismo transitorio.

Permanente Permanente leve Hipertirotropinemia Transitorio
severo (n=12) (n=8) (n=8) p valor n
(n=13)
13 12 8 8
TSH 173.9173.6 22+14.6 6.6 +0.9 3.1+1.1 <0.001 a1
(mu/L) 163.3 (122, 222) 16.6 (13.6, 22) 6.5 (6.1, 6.9) 3.2(2.4,4.2) :
1C [129.4,218.3] IC [12.7,31.2] IC[5.9, 7.4] IC[2.2,4.1]
13 12 8 8
FT4 0.440.2 140.1 1.240.2 1.240.1
(ng/dL) 0.3(0.2,0.5) 1(0.9,1.1) 11(1,1.2) 12(11,12) <0001 | 41
1C [0.3,0.5] 1C[0.9,1.1] IC[1,1.3] IC[1.1,1.3]
12 11 5 7
Tg 339.1+475 110.2+150.1 55.2422.4 28.9+14.6 0.40 35
(ng/mL) 68.9 (1.3, 673.8) 46.8 (42.5,110.5) 40.8 (38.4, 76.6) 22.2(20.14, 36.7) ’
IC [37.3,641] IC [9.3,211.1] IC [27.4,83] IC [15.4,42.4]

Tabla 19. Valores hormonales segun el diagndstico definitivo en la reevaluacién. Valores expresados como
mediatdesviacidon estandar y mediana con rango intercuartilico. IC, intervalo de confianza para la media al 95%; n,
numero de determinaciones.

En la Tabla 19 se muestran los valores hormonales en la reevaluacidn seguin el diagndstico
definitivo. Como es de esperar, los niveles de TSH y FT4 muestran diferencias estadisticamente

significativas entre los distintos grupos. Aunque se observa una tendencia a valores mas altos de Tg
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seglin aumenta el nivel de gravedad del diagndstico, las diferencias de sus valores entre los distintos

grupos no son estadisticamente significativas.

1.3.3. GAMMAGRAFIA CON 123 Y TEST DE DESCARGA CON PERCLORATO

En este apartado se analizan los resultados del test de descarga con perclorato y la correlacidn entre
la gammagrafia ®"Tc realizada en el momento del diagndstico y la gammagrafia 12| realizada en el

momento de la reevaluacion.

Test Perclorato
Ml negativo (< 10%)
Wl déficit parcial (10-90%)
B déficit total (>90%)

Nlmero de pacientes

normocaptante hipocaptante hipercaptante

Gammagrafia tiroidea 1231

Figura 31. Resultados de la gammagrafia 123| y test de descarga con perclorato en la reevaluacion.

En la Figura 31 vemos los resultados del test de descarga con perclorato y la gammagrafia con 23|

en la reevaluacion. Se efectué gammagrafia 2| y test de descarga con perclorato en 34 (83%) de
los 41 pacientes reevaluados. La mayoria de los pacientes (55.9%) mostraron una glandula
normocaptante. En el resto, se identificaron glandulas con hipocaptacién (23.5%) e hipercaptacidn

(20.6%).

Por lo que respecta al test de descarga con perclorato, resultd negativo en 21 pacientes. Se
identificaron defectos en la organificacién del yodo en 13 pacientes: 10 compatibles con déficit de

organificacion parcial y 3 con déficit de organificacidn total.
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En la Figura 31 podemos evidenciar que 2 de los 3 tests de perclorato compatibles con déficits

totales de la organificacién, se acompafian de glandulas hipercaptantes. Los déficits parciales, en

cambio, se acompanan de glandula normocaptante (5 casos) o hipocaptante (5 casos).

no capta normocaptante = hipercaptante hipocaptante
‘ no capta 0 ‘ 0 0
normocaptante 2 12 1 3
‘ hipercaptante 0 ‘ 6 1 0
hipocaptante 1 4 0 3

Tabla 20. Concordancia entre la gammagrafia *"Tc (columnas) y la gammagrafia 123/ (filas).

Los valores en la diagonal muestran los empates, el resto, las discrepancias.

Kendall= 0.569
p =0.078

La Tabla 20 muestra la concordancia entre la gammagrafia *™Tc realizada en el diagndstico y la

gammagrafia 23| realizada en la reevaluacidn. El coeficiente de Kendall fue de 0.569, pero sin ser

estadisticamente significativo (P=0.078).

1.3.4. REINICIO DEL TRATAMIENTO TRAS LA REEVALUACION

En la Figura 32 vemos la proporcidn de pacientes que reiniciaron el tratamiento sustitutivo segun

el diagndstico en la reevaluacion.

154

Ndmero de pacientes

permanente severo hipertirotropinemia
permanente leve transitorio

Diagnéstico tras la reevaluacién

Reinicio
tratamiento tras
reevaluacion
Wlsi
Eno

Figura 32. Reinicio del tratamiento segun el diagndstico definitivo en la reevaluacion.
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Del total de pacientes reevaluados, 28 (68.2%) reiniciaron el tratamiento sustitutivo tras la
reevaluacién. Todos los pacientes con diagnéstico definitivo de hipotiroidismo permanente (leve o
severo) reiniciaron el tratamiento. De los 8 pacientes con diagndstico de hipertirotropinemia 3
(37.5%) reiniciaron tratamiento y 5 (62.5%) se mantuvieron sin él. Ningln paciente con diagndstico

de hipotiroidismo transitorio reinicid el tratamiento sustitutivo.

2. DIAGNOSTICO GENETICO

Del total de los 70 pacientes estudiados, en 54 se han encontrado variantes genéticas que podrian
tener relacion con su fenotipo de HC. En los apartados siguientes se detallara el genotipo de los
pacientes portadores de variantes, los genes afectados, la descripcidn de las variantes encontradas,

y los resultados del estudio de cosegregacién familiar.

2.1. PACIENTES PORTADORES DE VARIANTES GENETICAS

En nuestra muestra, la mayoria de los pacientes, un total de 54 (77.1%), son portadores de alguna
variante genética candidata a explicar el fenotipo de DT presente en los pacientes estudiados. En

el resto (22.9%), no se han encontrado variantes genéticas.

Cabe recordar que, en el estudio, solo se han tenido en cuenta aquellas variantes con una
frecuencia inferior al 1% en la poblacién control. Se han considerando de interés diagndstico las
qgue se catalogaron cémo patogénicas o probablemente patogénicas y las VUS que cumplian
algunos criterios de posible patogenicidad, entre ellos, estar en trans con una variante patogénica
o probablemente patogénica o bien tener una posible implicacién en el fenotipo clinico del

paciente.
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Variantes
Genéticas
Mno

Wi

| I
45 (83.3%) - 9 (16.7%)
Pacientes con diagndstico . 6 (11']:A’,) ) Pacientes con variantes en
molecular definitivo Variantes digénicas heterocigosis

Figura 33. Pacientes portadores de variantes genéticas.

Como podemos ver en la Figura 33, del total de los pacientes con variantes genéticas, un 83.3% (n=
45) presenté un diagndstico molecular definitivo (variantes en homocigosis, heterocigosis
compuesta o heterocigosis en genes con herencia autosémica dominante). En el 16.7 % (n=9)
restante se encontraron variantes en heterocigosis en genes con herencia autosdémica recesiva, es
decir, con un diagndstico molecular no concluyente. En un total de 6 pacientes (11.1%) se

encontraron variantes en dos genes distintos.

En la Figura 34 se muestra el genotipo de los pacientes con diagndstico molecular definitivo (n=45).
La mayoria de estos, eran portadores de variantes en heterocigosis compuesta (31, 68.8%). 9
pacientes eran portadores de variantes en homocigosis (20%) y 5 en heterocigosis simple en genes

con herencia dominante (11.2%)
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=
T

73]
T

NUmero de pacientes

homocigoto heterocigoto heterocigoto
compuesto patogénico

Genotipo

Figura 34. Genotipo de los pacientes con diagndstico molecular definitivo.

2.2. GENES AFECTADOS

En la Figura 35 se muestran los genes afectados en los 45 pacientes con diagndstico molecular

definitivo.
Genotipo
20
[ homocigoto
M heterocigoto compuesto
Mheterocigoto patogénico
[}
2 154
3
S
(-9
L]
-l
o 10
5]
£
3
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TG TPO DUOX2 PAX8 TSHR
Gen afectado

Figura 35. Genes afectados en pacientes con diagndstico molecular definitivo.
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Observamos que el gen mas frecuentemente afectado fue TG, con variantes en un total de 18
pacientes (40%). En segundo lugar, el gen TPO, afectado en un total de 10 pacientes (22.2%). El
tercer gen con mas presencia de variantes genéticas fue DUOX2, afectado en un total de 9 pacientes

(20%). 5 pacientes presentaron variantes genéticas en PAX8 (11.2%) y 3 en TSHR (6.6%).

Asimismo, se representa la distribucion de dichas variantes segin su genotipo. Vemos que, en el
gen TG, la mayoria (un total de 17) de variantes se encontraron en heterocigosis compuesta y solo
1 en homocigosis. La misma distribucién se observa en los genes TPO y DUOX2, con un total de 7 y
6 variantes en heterocigosis compuesta, respectivamente, y 3 en homocigosis en cada uno de ellos.
En PAXS8, todas las variantes se encontraron en heterocigosis simple y en TSHR, 2 en homocigosis y

1 en heterocigosis compuesta.

Por lo que se refiere a los 9 pacientes con diagndstico molecular no concluyente (variantes en
heterocigosis simple en genes con herencia recesiva) el gen mas frecuentemente afectado fue
también el de la TG, ya que se detectaron variantes en heterocigosis en un total de 5 pacientes. En
2 de ellos se encontraron, ademas de las variantes en TG, afectacién de otro gen (TPO y DUOX2).
En los 4 pacientes restantes, portadores de variantes en heterocigosis, los genes afectos fueron
DUOX2 (n=2), TSHR (n=1) y DUOXA2 (n=1). En los apartados 3.1 y 5.2 (paginas 105 y 137) se

analizard la posible contribucidn de estas variantes en el fenotipo clinico de estos pacientes.
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En la Tabla 21 se describen los genes afectados en los 6 pacientes con variantes en dos genes
distintos (posible caracter oligogénico de las DT). Se ha considerado gen principal aquel que
presenta un genotipo homocigoto, heterocigoto compuesto o heterocigoto dominante y como
secundario aquel con variantes en heterocigosis simple. En 2 pacientes con variantes en mds de un

gen se han encontrado las 2 variantes en heterocigosis.

PACIENTES CON VARIANTES EN 2 GENES DISTINTOS
Gen principal Gen secundario Las 2 varla-ntesr
en heterocigosis
P19 TG IYD
P20 TG DUOX2
P28 TG + DUOX2
P42 TPO PAX8
P47 TPO + TG
P54 DUOX2 TG

Tabla 21. Pacientes con variantes en 2 genes.

En los apartados 5.2 y 5.3 (paginas 137 y 139) se analizara si la presencia de variantes afiadidas en
otro gen a las que justifican el fenotipo puede contribuir a empeorar el grado de severidad de estos

pacientes.

2.3. DESCRIPCION DE LAS VARIANTES GENETICAS

En la Tabla 22 se detallan todas las variantes genéticas presentes en nuestros pacientes y que
tienen una frecuencia inferior al 1% en las bases de datos que contienen informacién de poblacidn
control, separadas por genes. Se detalla el exdn donde se localizan, la alteracién del nucleétido, la
alteracion del aminoacido y el tipo de mutacién. Asimismo, se describe el estado actual (ultima
revision abril 2020) en el que se encuentra la variante, es decir, si estd o no descrita en la literatura

y el grado de patogenicidad segun la clasificacion de la ACMG.
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. . - Alteracion Tipo Estado Patogenicidad

GEN Exén Alteracion nucleétido Aminoacido mut:cién (HGMD)* (AgCMG)* n
TG Exdn 4 c.416G>A p.(Trp139Ter) nonsense nueva P 1
Exon 5 c.493G>T p.(Glul65Ter) nonsense nueva P 1

n=28 Exon 7 .886C>T p.(Arg296Ter) nonsense conocida P 11
Exén 9 c.1143delC p.(Tyr382ThrfsTer20) frameshift conocida P 1
c.1333C>T p.(Arg445Ter) nonsense nueva P 1
c.1351C>T p.(Argd51Ter) nonsense conocida P 2
Exdén 17 ¢.3749G>T p.(Arg1250Leu) missense conocida VUS 1
¢.3790T>G p.(Cys1264Gly) missense nueva LikelyP 1
€.3804C>T p.(Ser1268=) Ssynonymous conocida LikelyB 1
c.3842G>A p.(Cys1281Tyr) missense conocida VUS 2
Exdén 20 c.4270T>G p.(Phel424Val) missense nueva VUS 1
Exon 22 c.4588C>T p.(Argl530Ter) nonsense conocida P 1
Intrén 25 c.5041+46C>T - intrénica nueva VUS 1
Exdn 26 c.5173delC p.(Leul725PhefsTer28) frameshift conocida P 1
c.5184C>A p.(Cys1728Ter) nonsense conocida P 1
Exon 27 ¢.5386C>T p.(GIn1796Ter) nonsense conocida P 2
Exon 31 c.5767C>T p.(Pro1923Ser) missense nueva VUS 1
Intrén 32 c.5976-1G>A - intronica nueva P 1
Exdn 34 c.6181G>A p.(Gly2061Arg) missense nueva LikelyB 1
Intrén 35 c.6262+1delG - intrénica conocida P 1
Intrén 35 €.6263-9877A>G - intrénica nueva VUS 1
Exdn 39 €.6818C>T p.(Thr2273Met) missense nueva LikelyB 1
Exdén 41 €.7228G>C p.(Ala2410Pro) missense nueva VUS 1
Exdn 42 c.7240G>A p.(Gly2414Arg) missense nueva VUS 2
Exdn 44 c.7753C>T p.(Arg2585Trp) missense conocida LikelyB 1
Exon 45 c.7813C>T p.(Arg2605Ter) nonsense nueva P 1
c.7851C>G p.(Tyr2617Ter) nonsense nueva LikelyP 1
Exdn 47 ¢.8144G>C p.(Cys2715Ser) missense nueva VUS 1
TPO Exén 5 c.387delC p.(Asn129LysfsTer80) frameshift conocida LikelyP 1
c.478A>G p.(Asn160Asp) missense conocida VUS 1
n=16 Ex6n 8 €.1184_1187dupGCCG p.(Ala397ProfsTer76) frameshift conocida P 1
c.1312C>T p.(Arg438Cys) missense nueva VUS 1
Exén 9 c.1450G>A p.(Vala84Met) missense nueva VUS 1
c.1522T>A p.(Phe508lle) missense nueva VUS 1
Exdn 10 c.1618C>T p.(Arg540Ter) nonsense conocida P 1
Exdén 11 €.1943G>A p.(Arg648GIn) missense conocida VUS 1
c.1978C>G p.(GIn660Glu) missense conocida LikelyP 1
c.1993C>T p.(Arg665Trp) missense conocida VUS 1
Intrén 13 €.2387-67G>A - intrénica nueva VUS 2
Exdn 14 c.2422delT p.(Cys808AlafsTer24) frameshift conocida P 1
€.2422T>C p.(Cys808Arg) missense conocida P 2
c.2512T>A p.(Cys838Ser) missense conocida VUS 1
Exon 15 c.2578G>A p.(Gly860Arg) missense conocida VUS 1
Intrén 15 €.2619-1G>C - intronica nueva LikelyP 1
DUOX2 Intrén 5 ¢.514-49G>A - intrénica nueva VUS 1
Exon 6 c.554A>G p.(Tyr185Cys) missense nueva VUS 1
n=15 Exon 6 ¢.602dupG p.(GIn202ThrfsTer99) frameshift conocida P 1
Ex6n 10 ¢.1060C>T p.(Arg354Trp) missense conocida VUS 1
Exon 13 ¢.1498T>C p.(Phe500Leu) missense nueva VUS 1
Exdn 14 c.1588A>T p.(Lys530Ter) nonsense conocida P 1
Exon 19 c.2444T>C p.(Leu815Pro) missense nueva VUS 1
Exdén 20 €.2654G>T p.(Arg885Leu) missense conocida VUS 1
C.2654G>A p.(Arg885GIn) missense conocida VUS 1
Exon 22 c.2895_2898del p.(Phe966SerfsTer29) frameshift conocida P 5
Exon 23 c.2997delT p.(Phe999LeufsTer26) frameshift nueva P 1
Exon 25 c.3329G>A p.(Arg1110GIn) missense conocida LikelyP 1
c.3391G>A p.(Alal131Thr) missense conocida VUS 1
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. ” - Alteracion Tipo Estado Patogenicidad
GEN Ex6n Alteracion nucleétido aminoacido mut:cién (HGMD)* (AgCMG)*

Ex6n 30 ¢.3901C>T p.(GIn1301Ter) nonsense nueva P 1

Ex6n 33 c.4405G>A p.(Glu1469Lys) missense conocida VUS 1

PAX8 Exdn 2 c.117C>A p.(Ser59Arg) missense conocida VUS 1

Exén 4 c.196_198del p.(Tyr66del) inframe nueva LikelyP 1

n=5 Exén 5 c.397C>T p.(Arg133Trp) missense conocida LikelyP 1

c.398G>A p.(Arg133GIn) missense conocida LikelyP 2

Ex6n 12 c.1334C>T p.(Thrd45Met) missense conocida VUS 1

TSHR Exdn 1 ¢.100G>A p.(Glu34Lys) missense conocida VUS 1

Exon 6 c.484C>G p.(Prol62Ala) missense conocida 'S 1

n=6 Exén 9 c.767dup p.(Asn256LysfsTer6) frameshift nueva P 1

c.770C>T p.(Thr257lle) missense nueva 'S 1

Ex6n 10 c.1349G>A p.(Arg450His) missense conocida LikelyP 1

c.1657G>A p.(Ala553Thr) missense conocida VUS 1

DUOXA2 Exon 5 c.738C>G p.(Tyr246Ter) nonsense conocida VUsS 1
n=1

1IYD Exdn 2 c.349G>A p.(Asp117Asn) missense nueva VUS 1
n=1

Tabla 22. Variantes genéticas. HGMD, The Human Gene Mutation Database; ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics.
Patogenicidad segln criterios de la ACMG: VUS, variante de significado incierto; P, patogénica; LikelyP, probablemente patogénica;
LikelyB, probablemente benigna; n, nimero de determinaciones. *Fecha de la Ultima revision del estado y la patogenicidad: abril 2020.

Se encontraron un total de 72 variantes distintas: 28 en el gen TG, 16 en TPO, 15 en DUOX2, 5 en
PAX8, 6 en TSHR, 1 en DUOXA2y 1 en IYD.

De estas 72 variantes, un total de 31 son nuevas (43%), es decir, no descritas previamente en la
literatura ni en las bases de datos que contienen informacidn sobre variantes descritas en los

diferentes genes conocidos (HGMD).

Segun la clasificacidn de la ACMG, 23 de estas variantes son patogénicas (32%), 10 probablemente

patogénicas (13.9%), 35 VUS (48.6%) y 4 probablemente benignas (5.5%).

En los siguientes apartados se describiran las caracteristicas de estas variantes, asi como la

localizacién de cada una de ellas en una representacion esquematica del gen afecto.
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2.3.1. VARIANTES EN EL GEN TG

Se identificaron 28 variantes diferentes en el gen TG en 23 pacientes distintos (18 portadores de
variantes en heterocigosis compuesta/homocigosis y 5 portadores de variantes en heterocigosis).
De las variantes encontradas, 16 (57.1%) no han sido previamente descritas en la literatura, 5 de

las cuales se han clasificado como patogénicas segun la ACMG.

El tipo de variante mas frecuente en este gen fue la variante missense (n=11), seguida de variantes

nonsense (n=10). Se encontraron 4 variantes intrénicas, 2 frameshift y 1 synonymous.

La variante mas frecuente en TG fue la variante c.886C>T, p.(Arg296Ter), presente en 11 de los 23
pacientes, de los cuales 9, no estan emparentados entre si. Esta variante predice un cambio del
aminodcido arginina en posicién 296 por un coddén de terminacidon y estad clasificada como

patogénica segun la ACMG.

pATyr382ThrisTer20) C5041+46C>T P-[LeulT:?CP:;f;;;ﬁ: p.(Pro1923Ser) p.[Thr2273Met)
p.[Arg445Ter)
p.{Arg451Ter) p.[Argl530Ter) C5876-1G=A p.(Thr2273Met)
p.(GIn1796Ter)
p.(Gly2414Arg)
= o] [ e |
. p.(Phel424val) :
p{Arg2585Trp)
p.(Glul65Ter)
: "'[.Acrilézage‘ﬂ C6263-0BTTAG p ':"giglﬂf"
p.(Trp139Ter) P ID ESerlZEB:] C5262+1delG p-(Tyr. er)
P.(Cys1281Tyr)
p(Cys27155er)
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Figura 36. Representacidn esquematica del gen TG, adaptado de [171]. En cuadros azules, variantes exdnicas; en cuadros grises, variantes
intrdnicas. Las variantes no descritas en la literatura se representan en rojo.
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2.3.2. VARIANTES EN EL GEN TPO

Se identificaron 16 variantes diferentes en TPO en 11 pacientes de nuestra serie (10 portadores de
variantes en heterocigosis compuesta/homocigosis y 1 portador de una variante en heterocigosis),

de las cuales un total de 5 (31.2%) no han sido descritas previamente en la literatura.

De estas variantes, 10 fueron missense, 3 frameshift, 2 intronicas y 1 nonsense.

p.(Arg648GIn)

p-(GIn660GIu) p.(CysB0BAlafsTer24) P-(Gly860Arg)

p-[Arg665Trp) p.(Cys208Arg)
p.(Cys8385er)

p.[Asn129LysfsTers0) p.[Ala397ProfsTer76) p.{Valaganet)
p.(Asn160Asp) p.(Arg438Cys) p.{Phe508Ile) p.(Arg540Ter)
| €.2387-67G>A £.2619-165C
4 y 4 l | A 4 \L

I1I2I3I4I5IEI7I 8 I‘3IlOIllIlZI13.14'15.16'1?'

Figura 37. Representacion esquematica del gen TPO, adaptado de[172]. En cuadros azules, variantes exdnicas; en cuadros grises,
variantes intrénicas. Las variantes no descritas en la literatura se representan en rojo.

2.3.3. VARIANTES EN EL GEN DUOX2

Se identificaron 15 variantes en el gen DUOX2 en 11 pacientes distintos (9 portadores de variantes
en heterocigosis compuesta/homocigosis y 2 portadores de variantes en heterocigosis), de las
cuales 6 no han sido previamente descritas (40%). De estas variantes no descritas, 2 han sido

clasificadas como patogénicas segun la ACMG.

El tipo de variante mas frecuente fueron las variantes missense (n=9), seguidas del tipo frameshift

(n=3), nonsense (n=2) e intrénica (n=1).

La variante mas frecuente en este gen fue la variante patogénica ¢.2895 2898del,
p.(Phe966SerfsTer29), presente en 5 de los 11 pacientes afectos, una delecién de 4 nucledtidos que
predice un cambio en la pauta de lectura a partir del aminoacido en posicidon 966 y que causa la
aparicidn de un coddn de terminacion 29 aminoacidos mds tarde dando lugar a una proteina DUOX2

mas corta.
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| p.{PRESBESerfsTer29) p.(PhesgaLEuTsTer26)

p{ArgBE5Leu) p.{Arg1110GIn)

o Tyr1850y] p.(Lys530Ter) Pp.[Arg885GIn) p.{Ala1131Thr)
p.{GIn202ThrfsTerdg)

p.(Arg354Trp) | p.(Phe500Lew) p.[LeuB15Pro) p.[GIn1301Ter) p.{Glul468Lys)

c514-49G=A
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Figura 38. Representacion esquematica del gen DUOX2, adaptado de[!73]. En cuadros azules, variantes exdnicas; en cuadros grises,
variantes intrdnicas. Las variantes no descritas en la literatura se representan en rojo.

2.3.4. VARIANTES EN EL GEN PAX8

Se identificaron 5 variantes diferentes en PAX8 en 5 de los pacientes analizados, de las cuales 1 de
ellas no ha sido descrita previamente en la literatura.

De estas variantes, 4 fueron missense y 1 inframe deletion.

p.(Argl33Trp)
p{Arg133Gin)

p.(Thrd45Met)
| p.(Tyr66del)

p.(SerS%Arg)

N NN B NNEN NN R

Figura 39. Representacidén esquematica del gen PAX8, adaptado de[74].En cuadros azules, variantes exdnicas; en cuadros
grises, variantes intrdnicas. Las variantes no descritas en la literatura se representan en rojo.
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2.3.5. VARIANTES EN EL GEN TSHR

Se identificaron 6 variantes distintas en los 4 pacientes con afectacién del gen TSHR, de las cuales
2 no han sido descritas previamente. Una de estas variantes nuevas se clasifica como patogénica

segun los programas de prediccidn in silico.

Todas ellas excepto una (n=5) fueron del tipo missense. La otra variante fue del tipo frameshift.

p.(Asn256LysfsTerb) p.[Argd50His)

p.(Glu3dLys) p.(Prol62Ala) p(Thr2571le) p.(Ala553Thr)

i

I -1 H - - .

Figura 40. Representacion esquematica del gen TSHR, adapatdo de [17?]. En cuadros azules, variantes exdnicas; en cuadros
grises, variantes intrdnicas. Las variantes no descritas en la literatura se representan en rojo.

2.3.6. VARIANTES EN OTROS GENES

Se identificé una variante en el gen DUOXA2, del tipo nonsense, ya conocida y clasificada como

variante de significado incierto.

Se identificd una variante en el gen 1YD, del tipo missense, no descrita en la literatura y clasificada

como variante de significado incierto.

2.4. ESTUDIO DE COSEGREGACION FAMILIAR

En 38 de los 54 pacientes en los que se detectaron variantes genéticas candidatas se efectuo el
estudio genético molecular en sus progenitores (en ambos y, en algin caso, en alguno de ellos).
Esto significa que disponemos de datos sobre la cosegregacion familiar de la DT en el 70.3% de los

pacientes de nuestra serie. Los resultados se detallan en la Tabla 23.
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Diagnéstico molecular definitivo (n=45) Heterocigosis en
Homocigosis/Heterocigosis Heterocigosis en genes con genesl co.n herena.:la
i . o . autosomica recesiva
Progenitor portador compuesta herencia autosémica dominante
(n=9)
(n=40) (n=5)
Un progenitor portador
. 3 4 3
de una variante
Ambos progenitores
26
portadores
Un progenitor portador
. 2
de las 2 variantes
TOTAL 31 4 3

Tabla 23. Pacientes portadores de variantes genéticas en los que se ha realizado estudio de cosegregacion familiar.

En 26 de los 40 pacientes con variantes en heterocigosis compuesta o homocigosis, se demostrado
gue cada una de estas variantes se ha heredado de un progenitor, es decir, estan en alelos distintos.
En 2 de estos pacientes, las dos variantes detectadas son heredadas del mismo progenitor, es decir,
estan en el mismo alelo. En 3 pacientes de este grupo solo se pudo realizar el estudio genético en
uno de los progenitores, siendo este portador de una de las dos variantes presentes en el/la hijo/a,
pero se deduce que la otra variante se localiza en el otro alelo y, por lo tanto, proviene del otro

progenitor no analizado o bien se trata de una variante de novo.

En 7 pacientes con variantes en heterocigosis simple (4 en genes con herencia autosémica
dominante y 3 en genes con herencia autosdmica recesiva) se ha confirmado que el padre o la

madre también eran portadores de la variante encontrada en el/la hijo/a.

3. RELACION GENOTIPO-FENOTIPO

3.1. FENOTIPO CLINICO Y PRESENCIA DE VARIANTES GENETICAS

En este bloque se analizan las caracteristicas clinicas de la cohorte en funcién de la presencia de

variantes genéticas.

Para ello, la muestra se ha dividido en 3 grupos de pacientes. Por un lado, los nifios con un

diagndstico molecular definitivo, grupo en el que se incluyen los pacientes que presentan variantes
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en homocigosis, en heterocigosis compuesta y en heterocigosis simple en el caso de genes con
herencia autosdmica dominante. Este grupo, el mas numeroso, esta formado por un total de 45
pacientes. Por otro lado, un grupo de 9 pacientes que presentan variantes en heterocigosis en
genes con herencia autosémica recesiva en los que, en un principio, su fenotipo clinico no se
justificaria solo por la presencia de estas variantes en heterocigosis simple, hipdtesis que sera
objeto de nuestro estudio. Finalmente, un ultimo grupo formado por los 16 pacientes en los que

no se ha encontrado ninguna variante genética en los genes analizados.

3.1.1. ANTROPOMETRIA AL NACIMIENTO Y ANTECEDENTES FAMILIARES DE
HIPOTIROIDISMO

En este apartado se analizan los datos antropométricos y la presencia de antecedentes familiares

en los 3 grupos de pacientes.

Diagnéstico Variantes en . .
e . Sin variantes p valor
molecular definitivo heterocigosis (n=16) aiustado n total
(n=45) (n=9) = )
. n=45 n=8 n=16
Edad gestacional 39.2¢1.9 39.9+0.6 38.9+1.4 0.36
(semanas) 69
IC [38.6;39.7] IC [39.3;40.4] IC [38.2;39.7]
Peso n=45 n=8 n=16
(gramos) 3200.1+557.2 3546.2+435.3 3262.2+435.3 0.36 69
g IC [3032.7;3367.5] 1C [3182.3;3910.2] IC [2942.5;3581.8]
Longitud n=45 n=8 n=16
(cgm ) 49.442.5 50.6+1.3 49.1%2.3 036 69
IC [48.6;50.1] [49.5;51.7] IC [47.9;50.3]
Perimetro cefalico n=42 n=8 n=15
(cm) 34.8£1.3 35+0.5 34.3£1.7 0.57 65
IC [34.4;35.3] IC [34.6;35.4] IC [33.3;35.2]
Antecedentes familiares
No 31(68.9) 5(55.6) 5(31.2) 0.05 70
Si 14 (31.1) 4(44.4) 11 (68.8)

Tabla 24. Antropometria al nacimiento y presencia de antecedentes familiares en los 3 grupos de pacientes clasificados
segun la presencia de variantes genéticas. Valores expresados como mediatdesviacidn estandar. Los valores expresados
en la fila de antecedentes familiares se expresan en frecuencia total y porcentaje. IC, intervalo de confianza para la media
al 95%; n, nimero de determinaciones.
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Como se observa en la Tabla 24, no existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
la edad gestacional ni a los valores de peso, longitud y perimetro cefalico al nacimiento entre los 3

grupos de pacientes.

En referencia a la presencia de antecedentes familiares de hipotiroidismo, vemos que si hay
diferencias entre los 3 grupos, siendo el grupo de pacientes sin variantes el que contd con una
mayor proporcidn de pacientes con antecedentes familiares (68.8%). Por el contrario, el grupo de
pacientes con diagndstico molecular definitivo es el que presentd un mayor porcentaje de

pacientes sin antecedentes familiares de hipotiroidismo (68.9%).

3.1.2. VALORES HORMONALES EN LA CONFIRMACION DIAGNOSTICA

En este apartado se analizan los valores hormonales (TSH, FT4 y Tg) en el momento de la
confirmacién diagndstica el dia de la primera visita en la Unidad de Endocrinologia Pediatrica del

HUVH.

Diagnéstico Variantes en . .
molecular definitivo heterocigosis Sin variantes p valor n
(n=45) (n=9) (n=16) ajustado total
n=45 n=9 n=16
TSH 278.2+223.8 42.8+26.7 96.4+125 0.01 70
(mu/L) 295 (50.9,375) 46.7 (15,61.6) 57 (23.2,115.5) ’
1C [210.9,345.4] IC [22.3,63.3] IC [29.7,163]
n=41 n=8 n=16
FT4 0.740.5 1.3%0.3 1.1+0.4 0.01 65
(ng/dL) 0.5(0.3,1.1) 1.2 (1.1,1.5) 1.1(0.9,1.4) :
1C [0.6,0.9] IC [1,1.5] 1C[0.9,1.3]
n=35 n=8 n=14
Tg 722.3+1037.9 361.1+348.2 235.5+304.7 0.81 57
(ng/mL) 300 (18.1,1232) 269 (92.2,521) 170.5 (64,243.5) '
IC [365.8,1078.8] 1C [69.9,652.2] IC [59.5,411.4]

Tabla 25. Niveles hormonales en el momento de la confirmacidn diagndstica en los 3 grupos de pacientes
clasificados seguin la presencia de variantes genéticas. Valores expresados como mediatdesviacidén estandar y
mediana con rango intercuartilico. IC, intervalo de confianza para la media al 95%; n, nimero de determinaciones.
Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

En la Tabla 25 vemos que los niveles mas elevados de TSH confirmatoria (278.2+22.38 mU/L) los
encontramos en el grupo de pacientes con diagndstico molecular definitivo. Estos niveles fueron
notablemente mas elevados que los obtenidos en los otros dos grupos (42.8+26.7 mU/L en los
pacientes con variantes en heterocigosis, y 96.4+125 mU/L en los pacientes sin variantes). Por lo

que se refiere a los niveles de FT4, estos estan en concordancia con los niveles de TSH, siendo mas
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bajos cuanto mds elevados son estos ultimos. Los pacientes con diagndéstico molecular definitivo
presentaron niveles de FT4 al diagndstico de 0.7+0.5 ng/dL, mientras que los de los grupos con

variantes en heterocigosis y sin variantes de 1.3+0.3 y 1.1+0.4 mg/dL, respectivamente.

TSH conf. (mU/L) T4 libre conf. (ng/dL)
n=r0 n =65
800 — T 20 —f
1
) —r— —_—
i . & 1 1
800 — l 15 — -
1
I ’ I E
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400 — 10 —
— —_—r
20 — ¥ .
» 05 — 1
= -
o —|**%astes = —
JK ! varialntes J | ]
molecular ninguna en = ) wananies
definitivo variante heterocigosis malecular ninguna e
definitivo variante heterocigosis
a b

Figura 41. Niveles de TSH (a) y FT4 (b) al diagndstico en los 3 grupos de pacientes.

En la Figura 41 se pueden observar las diferencias, estadisticamente significativas, en los niveles de
TSH y FT4 al diagndstico en los 3 grupos de pacientes. Segun estas cifras se puede constatar que los
pacientes que se presentaron con un hipotiroidismo mas severo son los del grupo con diagndstico
molecular definitivo, y los que tuvieron una menor disfuncidn tiroidea, los del grupo con variantes

en heterocigosis.

Por lo que se refiere a los niveles de Tg, aunque en el grupo de pacientes con diagndstico molecular
definitivo se encontraron niveles mas elevados (722.3+1037.9 ng/mL) que en los otros dos, las

diferencias no son estadisticamente significativas.

3.1.3. GAMMAGRAFIA TIROIDEA EN LA CONFIRMACION DIAGNOSTICA

En este apartado se describe qué patron de captacion gammagrafico presentan los pacientes en el
momento del diagndstico. Para ello, se han clasificado los pacientes de cada uno de los 3 grupos
seglin el patron gammagrafico al diagndstico (ausencia total de captacion, glandula

normocaptante, glandula hipercaptante y glandula hipocaptante).
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Diagnéstico Variantes en . .
- L Sin variantes p valor
molecular definitivo heterocigosis (n=16) aiustado n
(n=45) (n=9) = )
Ausencia total de 1(2.5) 1(11.1) 1(7.1) 3
captacién IC[0.1,11.8] IC [0.3,48.2] IC[0.2,30.2]
22 (55) 4 (44.5) 7(50)
Normocaptante IC [33.7,64.2] IC [13.7,78.8] IC [19.8,70.1] 33
0.05
) 12 (30) 1(11.1) 0(0)
Hipercaptante IC [14.6,24.1] IC [0.3,48.2] IC [0,20.6] 13
. 5(12.5) 3(33.3) 6 (42.9)
Hipocaptante IC [3.7,24.1] IC [7.5,70.1] IC [15.2,64.6] 14

Tabla 26. Patron gammagrafico en el momento del diagndstico en los 3 grupos de pacientes clasificados segun la
presencia de variantes genéticas. Valores expresados como nimero total, entre paréntesis porcentaje. IC, intervalo
de confianza exacto al 95%; n, nimero de determinaciones.

Como podemos ver en la Tabla 26, en el grupo de pacientes con diagndstico molecular definitivo
existia una clara predominancia de glandulas normocaptantes, siendo este el patron gammagrafico
al diagndstico en mas de la mitad de los pacientes (55%). Una parte significativa de este grupo de

pacientes presentd una glandula hipercaptante al diagndstico (30%).

Por lo que se refiere al grupo de pacientes con variantes en heterocigosis, un 44.5% de los pacientes

presentd una glandula con captacidon normal y un 33.3% una glandula hipocaptante.

En los pacientes sin variantes se observaron glandulas normocaptantes en el 50% de ellos y

hipocaptantes en el 42.9%.

En cada uno de los grupos, se encontré un paciente con ausencia total de captacién en la

gammagrafia.

Las diferencias en los patrones glandulares encontrados en los 3 grupos son estadisticamente
significativas, por lo que podemos decir que las gldndulas normocaptantes fueron las
predominantes en los 3 grupos de pacientes, las hipercaptantes fueron mas frecuentes en los

pacientes con diagndstico molecular definitivo y, las hipocaptantes, en los pacientes sin variantes.
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3.1.4. GRADO DE SEVERIDAD AL DIAGNOSTICO

En este apartado se presentan los resultados respecto al grado de severidad al diagndstico en los 3

grupos de pacientes. Se ha valorado el grado de severidad segun los niveles de TSH, FT4 y ambas

conjuntamente en el momento de la confirmacidn diagndstica.

Diagnéstico Variantes en . .
- . Sin variantes p valor
molecular definitivo heterocigosis (n=16) aiustado n
(n=45) (n=9) = )
34 (75.6%) 3(37.5%) 8 (50%)
TSH>50 mU/L IC [60.5,87.1] IC [8.5, 75.5] IC[24.7,75.3]
8(17.8%) 3(37.5%) 5(31.2%)
TSH 15-50 mU/L IC[8, 32.1] IC [8.5, 75.5] IC[11, 58.7]
0.17 69
1(2.2%) 1(12.5%) 1(6.2%)
TSH 10-14.9 mU/L IC[0.1,11.8] IC[0.3, 52.7] IC [0.2,30.2]
2 (4.4%) 1(12.5%) 2 (12.6%)
TSH<10mU/L IC[0.5, 15.1] 1C [0.3,52.7] IC[1.6, 38.3]

Tabla 27. Grado de severidad al diagndstico estratificado por niveles de TSH en los 3 grupos
de pacientes clasificados segln la presencia de variantes genéticas. Valores expresados como nimero
total, entre paréntesis porcentaje. IC, intervalo de confianza exacto al 95%; n, numero de

determinaciones.

En la Tabla 27 vemos que los pacientes que presentaron un mayor grado de severidad segun los

niveles de TSH fueron los del grupo con diagndstico molecular definitivo, ya que un 75.6% de estos

presentaron niveles de TSH superiores a 50 mU/L y un 17.8% niveles de entre 15 y 50 mU/L. Por

otro lado, el 50% de los pacientes sin variantes presenté también niveles de TSH superiores a 50

muU/L, mientras que solo el 37.5% de los pacientes con variantes en heterocigosis presenté estas

cifras de TSH al diagndstico. Las diferencias entre los 3 grupos no son, sin embargo,

estadisticamente significativas. Cabe destacar que se encontraron 2 pacientes con niveles de TSH

inferior a 10 mU/L en el grupo de los pacientes con diagndstico molecular definitivo, los cuales se

analizaran mas detalladamente en el apartado 6 (pagina 149).
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Diagnéstico Variantes en . .
. L. Sin variantes .
molecular definitivo heterocigosis (n=16) p valor ajustado n
(n=45) (n=9) B
Leve 14 (34.1%) 8 (100%) 13 (81.2%)
FT4 > 0.8 ng/dL IC [20.1, 50.6] IC [63.1, 100] IC [54.4, 96]
Moderada 12 (29.3%) 0 (0%) 1 (6.3%) 0.01 65
FT4 0.4-0.8 ng/dL IC[16.1, 45.5] IC [0, 36.9] 1C[0.2,30.2]
Severa 15 (36.6%) 0 (0%) 2 (12.5%)
FT4 <0.4 ng/dL IC[22.1,53.1] IC [0, 36.9] IC[1.6,38.3]

Tabla 28. Grado de severidad al diagndstico estratificado por niveles de FT4 en los 3 grupos de pacientes clasificados
segln la presencia de variantes genéticas. Valores expresados como nimero total, entre paréntesis porcentaje. IC,
intervalo de confianza exacto al 95%; n, nUumero de determinaciones.

En |la Tabla 28 vemos que el 100% de los pacientes con variantes en heterocigosis y el 81.2% de los
pacientes sin variantes presentd un grado de severidad leve (FT4 superior a 0.8 ng/dL) y que, en
cambio, un 36.6% de los pacientes con diagndstico molecular definitivo presenté un grado severo
de hipotiroidismo (FT4 inferior a 0.4 ng/dl) y un 29.3% un grado moderado (FT4 entre 0.4 y 0.8
ng/dL). Solo un 34.1% de los pacientes de este Ultimo grupo presentd un grado leve de
hipotiroidismo al diagndstico. Debemos sefialar que, en el grupo de los pacientes sin variantes, se
encontraron 2 pacientes con un hipotiroidismo severo y 1 con una disfuncién moderada, las
caracteristicas clinicas de los cuales se describiran en el apartado 5.1 (pagina 134). Las diferencias
entre los 3 grupos de pacientes respecto a sus niveles de FT4 al diagndstico son estadisticamente
significativas, por lo que podemos confirmar que, segun los niveles de esta hormona, los pacientes
con diagndstico molecular definitivo fueron los que presentan mayor grado de severidad y los

pacientes con variantes en heterocigosis los que presentaron la afectacion mas leve.
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Diagnéstico Variantes en . . .
- L Sin variantes p valor ajustado n
molecular definitivo heterocigosis (n=16)
(n=45) (n=9) -
TSH >50 mU/Ly 27 (65.9%) 0 (0%) 3 (18.8%)
FT4 < 0.8 ng/dL IC [49.4,79.9] IC [0, 36.9] IC [4, 45.6]
TSH >50 mU/Ly 3(7.3%) 3(37.5%) 5(31.2%)
FT4 > 0.8 ng/dL IC[1.5,19.9] IC [8.5, 75.5] IC [11, 58.7]
0.01 65
TSH 15-49 mU/Ly 8(19.5%) 3(37.5%) 5(31.2%)
FT4 > 0.8 ng/dL IC[8.8, 34.9] IC [8.5, 75.5] IC [11, 58.7]
TSH 10-14.9 mU/Ly 1(2.4%) 1(12.5%) 1(6.3%)
FT4 > 0.8 ng/dL IC[0.1,12.9] IC [0.3,52.7] IC [0.2, 30.2]
TSH <10 mU/Ly 2 (4.9%) 1(12.5%) 2 (12.5%)
FT4 > 0.8 ng/dL IC [0.6, 16.5] IC[0.3,52.7] IC[1.6, 38.3]

Tabla 29. Grado de severidad al diagnédstico estratificado por niveles de TSH y FT4 en los 3 grupos de pacientes
clasificados seguin la presencia de variantes genéticas. Valores expresados como nUmero total, entre paréntesis
porcentaje. IC, intervalo de confianza exacto al 95%; n, nimero de determinaciones.

Cuando clasificamos a los pacientes segin la combinacidn de los niveles de TSH y FT4, también
encontramos diferencias estadisticamente significativas (Tabla 29). Vemos que la mayoria de los
pacientes (65.9%) con diagndstico molecular definitivo presenté el grado mas severo de
hipotiroidismo (TSH >50 mU/Ly FT4 < 0.8 ng/dL). Todos los pacientes con variantes en heterocigosis
presentaron niveles de FT4 superiores a 0.8 ng/dL, siendo los niveles de TSH superiores a 50 mU/L
en un 37.5% de ellos. Por lo que se refiere al grupo de pacientes sin variantes, un 18.8% de los
pacientes presentd un grado severo de hipotiroidismo v, el resto, valores de FT4 superiores a 0.8
ng/dL, con niveles de TSH de mas de 50 mU/L en un 31.2% de ellos. Los 3 pacientes sin variantes
que presentaron un hipotiroidismo severo se analizaran con mas detalle en el apartado 5.1 (pagina

134).
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3.1.5. DOSIS DE LT4 REQUERIDAS DURANTE SU EVOLUCION

En este apartado se analiza la dosis de LT4 requerida al afio, 2 afios y 4 afios de vida en los 3 grupos

de pacientes.

. Diagnéstico Variantes en . .
Dosis LT4 - L Sin variantes p valor
(mcg/kg/dia) molecular definitivo heterocigosis (n=16) ajustado n
(n=45) (n=9)
41 7 12
1 afio de vida 3.9+1 2.740.8 3.5+0.8 0.03 60
IC [3.6,4.2] IC [2,3.4] IC [2.9,4]
39 6 11
2 aiios de vida 3.7¢1.1 2.440.6 2.610.5 0.01 56
IC[3.3,4] IC[1.8,3] IC[2.3,3]
32 3 7
4 aiios de vida 3.4+1 2.5+0.4 240.7 0.01 42
IC[3,3.7] IC[1.5,3.6] IC[1.3,2.7]

Tabla 30. Dosis de LT4 requerida en los 3 grupos de pacientes clasificados segln la presencia de variantes
genéticas. Valores expresados como mediatdesviacidn estandar. IC, intervalo de confianza para la media al 95%;
n, nimero de determinaciones.

En la Tabla 30 vemos que el grupo que precisoé las dosis de LT4 mas elevadas fue el de los pacientes

con diagndstico molecular definitivo. En este grupo, los pacientes recibieron una dosis de 3.9+1

mcg/kg/dia al afio de vida, y de 3.7+1.1 y 3.4+1 mcg/kg/dia a los 2 y 4 afios, respectivamente. Por

el contrario, el grupo que precisé una menor dosis de LT4 fue el de los pacientes con variantes en

heterocigosis, con una dosis de 2.7+0.8 mcg/kg/dia al afio de vida y de 2.4+0.6 mcg/kg/diay 2.5+0.4

mcg/kg/dia alos 2 y 4 afios, respectivamente. El grupo de pacientes sin variantes precisé unas dosis

de 3.5+0.8 mcg/kg/dia al afio de vida, una dosis que se acerca mas a la de los pacientes con

diagndstico molecular definitivo que a los pacientes con variantes en heterocigosis, y de 2.61+0.5

mcg/kg/dia a los 2 afios. Este grupo de pacientes es el que precisé una menor dosis de LT4 a los 4

afios de edad (2.0£0.7 mcg/kg/dia). Las diferencias entre los 3 grupos en cuanto a las dosis de LT4

requeridas son estadisticamente significativas (Figura 42).
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Figura 42. Dosis de LT4 requerida en los 3 grupos de pacientes clasificados segln la presencia de variantes genéticas al afio de vida (a), a los
2 afios de vida (b) y a los 4 afios de vida (c). En rosa, diagndstico molecular definitivo; en verde, sin variantes; en azul, variantes en

heterocigosis.

3.1.6. REEVALUACION DIAGNOSTICA

En este apartado se detallan los resultados analiticos y de imagen obtenidos en los pacientes

reevaluados segun la presencia de variantes genéticas, empleando la misma clasificacién que en los

apartados anteriores (pacientes con diagndstico molecular definitivo, pacientes con variantes en

heterocigosis y pacientes sin variantes).

Diagnéstico Variantes en . .
- L Sin variantes p valor
molecular definitivo heterocigosis N n
(n=23) (n=6) (n=12) ajustado
23 6 12
TSH reevaluacion 107.4495.3 9.745.6 6.1+4.8 <0.001 “
(mu/L) 103 (18.7,169.4) 46.7 (6.5,13.9) 4.9 (2.6,6.3) '
IC [66.2,148.6] IC [3.8,15.6] IC[3,9.1]
23 6 12
FT4 reevaluacion 0.7+0.4 1.1+0.2 1.1+0.2 0.01 “
(ng/dL) 0.7 (0.3,1) 1.1(1,1.3) 1.1(1,1.2) :
1C [0.5,0.9] 1C [0.9,1.3] IC[1,1.2]

Tabla 31. Valores hormonales en el momento de la reevaluacion diagnéstica en los 3 grupos de pacientes
clasificados segln la presencia de variantes genéticas. Valores expresados como mediatdesviacion estandar y
mediana con rango intercuartilico. IC, intervalo de confianza para la media al 95%; n, nimero de determinaciones.

En la Tabla 31 podemos ver que los niveles de TSH en la reevaluacidn fueron significativamente

mas elevados en los pacientes con diagndstico molecular definitivo (107.4495.3 mU/L) respecto a
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los otros dos grupos. Los pacientes con variantes en heterocigosis presentaron niveles de TSH de

9.745.6 mU/L y los pacientes sin variantes presentaron los niveles mas bajos, de 6.1+4.8 mU/L.

En referencia a los niveles de FT4, el grupo con diagndstico molecular definitivo fue el que presenté
los niveles mas bajos, de 0.7+0.4 ng/dL. Los otros dos grupos presentaron niveles de FT4 de 1.1+0.2

ng/dL.

Las diferencias de ambos niveles hormonales entre los 3 grupos son estadisticamente significativas,
por lo que podemos afirmar que el grupo con diagndstico molecular definitivo fue el que presentd

mayor nivel de gravedad del hipotiroidismo en el momento de la reevaluacién diagndstica.

Hipotiroidismo Hipotiroidismo Total
permanente transitorio
Diagndstico molecular
. 21(91.3) 2(8.7) 23
Variantes en heterocigosis 2(33.4) 4 (66.6) 6
Sin variantes 2 (16.6) 10 (83.4) 12
Total 25 (61) 16 (39) 41

Tabla 32. Diagndstico definitivo en la reevaluacion en cada grupo de pacientes. Valores
expresados como numero total, entre paréntesis porcentaje.

En la Tabla 32 podemos ver como se distribuyo el diagndstico en la reevaluacién en cada grupo de

pacientes.

De los 23 pacientes con diagndstico molecular definitivo reevaluados, 21 (91.3%) presentaron un
hipotiroidismo permanente y solo 2 (8.7%) presentaron un hipotiroidismo transitorio o
hipertirotropinemia. Por el contrario, un 83.4% de los pacientes sin variantes, presentd un
hipotiroidismo transitorio. En el apartado 5 (pagina 134) se analizardn los resultados en la
reevaluacién de cada uno de estos pacientes, teniendo en cuenta el gen afecto y las distintas

variantes encontradas.
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FENOTIPO CLINICO SEGUN EL GEN AFECTO EN LOS PACIENTES
CON DIAGNOSTICO MOLECULAR DEFINITIVO

3.2

En este bloque se analizan las caracteristicas clinicas de los pacientes con diagndstico molecular
definitivo. Para ello, los pacientes se han clasificado segun el gen que estd alterado, dando lugar a

los siguientes 5 grupos: TG, TPO, DUOX2, PAX8 y TSHR.

3.2.1. ANTROPOMETRIA AL NACIMIENTO Y ANTECEDENTES FAMILIARES DE
HIPOTIROIDISMO

En este apartado se describen los datos antropométricos y la presencia de antecedentes familiares

de hipotiroidismo en los 5 grupos de pacientes.

TG TPO DUOX2 PAX8 TSHR p valor n
n=18 n=10 n=9 n=5 n=3 ajustado
Edad gestacional 39.6+2.3 38.3+1.3 39.3%2.2 39.2+1.1 38.7+0.6 017 45
(semanas) IC [38.5,40.8] IC [37.4,39.2] IC [37.7,41] IC [37.8,40.6] IC [37.2,40.1] ‘
Peso 3332.5£547.9 3102+685 3184.41482.3 2990+338.3 3130 £826 0.58 45
(gramos) 1C[3060,3605] 1C[2612,3592] 1C[2813.7,3555.2] IC[2569.9,3410.1] 1C[1078.1,5181.9] ’
Longitud 49.5+2.7 49.312.5 49.7+2.7 48.9+1.2 48.7+3.3 0.89 5
(cm) 1C[48.1,50.8] 1C[47.5,51.1] 1C[47.7,51.8] IC[47.4,50.4] I1C[40.456.9] ’
P::f'af'"ec? 35.141.3 34.71.1 34.8t1.4 34.5¢1 3442.8 067 "
(cm) 1C[34.4,35.8] 1C[33.8,35.6] 1C[33.7,35.9] IC[33.3,35.7] 1C[8.6,59.4] '
Antecedentes
familiares
No 11 (61.1) 8(80) 7(77.8) 3 (60) 2 (66.7) 0.86 45
Si 7 (38.9) 2 (20) 2(22.2) 2 (40) 1(33.3)

Tabla 33. Antropometria al nacimiento y presencia de antecedentes familiares seguin el gen afecto en los pacientes con diagnédstico
molecular definitivo. Valores expresados como mediatdesviacion estandar. Los valores expresados en la fila antecedentes familiares
se expresan en frecuencia total y porcentaje. IC, intervalo de confianza para la media al 95%; n, nimero de determinaciones.

En la Tabla 33 vemos que la edad gestacional y los valores de peso, longitud y perimetro cefalico

fueron muy similares en los 5 grupos, no existiendo diferencias estadisticamente significativas. La

presencia de antecedentes familiares de hipotiroidismo fue ligeramente mas frecuente en los

pacientes con variantes en TG y PAX8, aunque las diferencias tampoco son significativas.
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3.2.2. VALORES HORMONALES EN LA CONFIRMACION DIAGNOSTICA

En este apartado se analizan los valores hormonales (TSH, FT4 y Tg) en la confirmacion diagndstica

segun el gen afecto.

TG TPO DUOX2 PAX8 TSHR p valor n
n=18 n=10 n=9 n=5 n=3 ajustado
TSH 320.2+243.1 415.3+196.9 181.9+146 162.2+194.8 51+42.9
(mU/L) 363.8(79.1, 510) 375(355.2, 466.8) 257(35.4, 294) 42(13.6, 375) 33.2(26.6, 66.6) 0.08 45
1C [199.4,441.1] 1C[274.5,556.1] 1C[69.7,294.1] 1C[0,404] 1C[0,157.7]
FTa 0.7+0.5 0.4+0.2 0.8+0.5 1+0.5 1.3+0.3
(ng/dL) 0.5(0.4, 1) 0.3(0.2,0.5) 0.6 (0.4, 1.2) 1.2(0.9, 1.3) 1.3(1.2, 1.4) 0.13 41
g 1C[0.5,1] 1C[0.2,0.5] 1C[0.4,1.1] IC[0.2,1.8] 1C[0,3.6]
T 142.4+336.1 1457.2+1014.1 1371.8+1402 192.7+94.7 38.9+21
(n /?nL) 8.1(0.2, 64.1) 1367 (874.5,1752.8) 1238.5(534.5, 1402.5) 157 (139, 228.5) 38.9(31.4, 46.3) 0.01 35
& 1C[0,336.5] 1C[609.5,2305] 1C[199.7,2543.9] IC[0, 427.9] IC[0,227.5]

Tabla 34. Niveles hormonales en el momento del diagndstico segun el gen afecto en los pacientes con diagndstico molecular
definitivo. Valores expresados como mediatdesviacion estandar y mediana con rango intercuartilico; IC, intervalo de confianza
para la media al 95%; n, numero de determinaciones. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

En la Tabla 34 se detallan los valores hormonales al diagndstico en cada grupo de pacientes.
Respecto a los niveles de TSH, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas, el
grupo con los valores mds elevados de TSH al diagndstico fue el de los pacientes con variantes en
TPO (415.3+196.9 mU/L), seguido de los pacientes con variantes en TG (320.2+243.1 mU/L). Los
pacientes con niveles mas bajos de TSH al diagndstico fueron los del grupo con variantes en TSHR

(51+42.9 mU/L).

Por lo que se refiere a los niveles de FT4 al diagndstico, los mas bajos se encontraron en los
pacientes con variantes en TPO (0.4+0.2 ng/dL) y TG (0.70.5 ng/dL), con unas medianas de 0.3 y
0.5 ng/dL respectivamente. En DUOX2 los valores de FT4 fueron de 0.8+0.5 ng/dLy en PAX8 y TSHR
de 1+0.5 y 1.3+0.3 ng/dL, respectivamente. Las diferencias en los niveles de esta hormona no son

estadisticamente significativas.

En cuanto a los niveles de Tg al diagndstico, si que se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas (Figura 43). Cabe destacar unos niveles particularmente elevados en el grupo de los
pacientes con variantes en TPO (1457.241014.1 ng/mL) y DUOX2 (1371.841402 ng/mL). En los
pacientes con variantes en TG y PAXS8, los niveles fueron similares (142.4+336.1 y 192.7+94.7
ng/mL, respectivamente) y los méas bajos se hallaron en los pacientes con alteracion en el gen TSHR

(38.9£21 ng/mlL).
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Figura 43. Valores de Tg confirmatoria (ng/mL) en los 5 grupos de pacientes segun el gen afecto.

3.2.3. GAMMAGRAFIA TIROIDEA EN LA CONFIRMACION DIAGNOSTICA

En este apartado, se describe el patron gammagrafico en el momento del diagnéstico en cada grupo

de pacientes.

TG TPO DUOX2 PAX8 TSHR p valor n
n=18 n=10 n=9 n=5 n=3 ajustado
Ausencia total de 0(0) 0(0) 0(0) 1(25) 0(0)
captacion IC [0,19.5] IC [0,36.9] IC [0,33.6] IC [0.6,80.6] IC [0,84.2]
11(64.7) 6 (75) 4 (44.4) 1(25) 0(0)
Normocaptante | - 1353858] | IC[34.9, 96.8] IC [13.7,78.8] IC [0.6,80.6] IC [0,84.2]
0.05 40
Hivercantante 5(29.4) 2 (25) 5 (55.6) 0(0) 0(0)
percap IC [10.3,56] IC[3.2,65.1] IC [21.2,86.3] IC [0,60.2] IC [0,84.2]
) 1(5.9) 0(0) 0(0) 2 (50) 2 (100)
Hipocaptante IC[0.1,28.7] IC[0,36.9] I [0,33.6] IC[6.8,93.2] | IC[15.8,100]

Tabla 35. Patréon gammagrafico en el momento del diagndstico segun el gen afecto en los pacientes con diagndstico molecular
definitivo. Valores expresados como numero total, entre paréntesis porcentaje. IC, intervalo de confianza exacto al 95%; n,
numero de determinaciones.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la mayoria de los pacientes presentaron glandulas con
captacién normal de radioisdtopo en el momento del diagndstico. En la Tabla 35 se puede objetivar
gue este patron fue especialmente frecuente en pacientes con variantes en TGy TPO. Un 64.7% de

los pacientes con variantes en TG presentaron glandulas normocaptantes al diagndstico, mientras
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qgue un 29.4%, hipercaptantes. En el grupo de pacientes con variantes en TPO, la distribucién fue
similar, presentando un 75% de los pacientes gldndulas normocaptantes y un 25% glandulas

hipercaptantes.

En el grupo de pacientes con variantes en DUOX2, en cambio, la mayoria de los pacientes
presentaron glandulas hipercaptantes (55.6%), mientras que el 44.4% presentaron glandulas

normocaptantes.

Los pacientes con variantes en PAX8 presentaron patrones de captacién diversos y el 100% de los

pacientes con variantes en TSHR, glandulas hipocaptantes.

Las diferencias entre los grupos, por lo que se refiere al patrdn gammagrafico al diagndstico, son

estadisticamente significativas.

3.2.4. GRADO DE SEVERIDAD AL DIAGNOSTICO

En este apartado se presentan los resultados respecto al grado de severidad al diagndstico segln
el gen afecto. Se ha valorado el grado de severidad segln los niveles de TSH, FT4 y ambas

conjuntamente en el momento de la confirmacidn diagndstica.

TG TPO DUOX2 PAX8 TSHR p valor n
n=18 n=10 n=9 n=5 n=3 ajustado
15(83.3) 10 (100) 6 (66.7) 2 (40) 1(33.3)
TSH>50 mU/L IC [58.6,96.4] IC [69.2,100] IC [29.9,92.5] IC[5.3,85.3] IC [0.8,90.6]
TSH 15-50 2(11.1) 0(0) 3(33.3) 1(20) 2(66.7)
mu/L IC[1.4,34.7] IC [0,30.8] IC [7.5,70.1] IC [0.5,71.6] IC [9.4,99.2]
0.08 45
TSH 10-14.9 0(0) 0(0) 0(0) 1(20) 0(0)
muU/L 1C [0,18.5] 1C [0,30.8] IC [0,33.6] IC[0.5,71.6] IC [0,70.8]
1(5.6) 0(0) 0(0) 1(20) 0(0)
TSH<10mU/L IC[0.1,27.3] 1C [0,30.8] IC [0,33.6] IC[0.5,71.6] IC [0,70.8]

Tabla 36. Grado de severidad al diagndstico estratificado por niveles de TSH segun el gen afecto en los pacientes con
diagndstico molecular definitivo. Valores expresados como numero total, entre paréntesis porcentaje. IC, intervalo de
confianza exacto al 95%; n, nimero de determinaciones.

119



Resultados

Las diferencias en los niveles de TSH al diagndstico entre los 5 grupos de pacientes no son
estadisticamente significativas. En la Tabla 36 podemos ver que, en todos los grupos, excepto en el
de variantes en TSHR, los niveles de TSH al diagndstico fueron superiores a 50 mU/L en la mayoria

de los casos.

En el grupo con variantes en TSHR un 66.7% de los pacientes presentaron niveles de TSH de entre

15y 50 mU/Ly el 33.3% restante, niveles superiores a 50 mU/L.

En el grupo con variantes en TG, los niveles de TSH al diagndstico fueron superiores a 50 mU/L en
el 83.3% de los pacientes, mientras que en el 11.1% se encontraron entre 15 y 50 mU/L. En 1

paciente se encontraron niveles por debajo de 10 mU/L.

En el caso del grupo de pacientes con variantes en TPO, el 100% de los pacientes presentaron

niveles de TSH por encima de 50 mU/L.

Un 66.7% de los pacientes con variantes en DUOX2 presentaron niveles de TSH superiores a 50

mU/Ly, el resto, de entre 15 y 50 mU/L.

Un 40% de los pacientes con variantes en PAX8 presentaron niveles de TSH superiores a 50 mU/L,

un 20% entre 15y 50 mU/L, un 20% entre 10 y 14.9 mU/L, y el 20% restante inferiores a 10 mU/L.

TG TPO DUOX2 PAX8 TSHR p valor n
n=18 n=10 n=9 n=5 n=3 ajustado
FT'f;’; . 6(35.3) 0(0) 3(33.3) 3(75) 2 (100)
ng/ oL IC [14.2,61.7] IC [0,33.6] IC[7.5,70.1] IC[19.4,99.4] | 1C[15.8,100]
Moderada
FT40.4-0.8 6(35.3) 3(333) 3(33.3) 0(0) 0(0) 0.15 41
ne / oL IC [14.2,61.7] IC[7.5,70.1] IC[7.5,70.1] IC [0,60.2] IC [0,84.2]
Severa 5(29.4) 6 (66.7) 3(33.3) 1(25) 0(0)
FT4<0.4ng/dL | 1C[10.3,56] IC [29.9,92.5] IC[7.5,70.1] IC [0.6,80.6] IC [0,84.2]

Tabla 37. Grado de severidad al diagndstico estratificado por niveles de FT4 segun el gen afecto en los pacientes con
diagndstico molecular definitivo. Valores expresados como numero total, entre paréntesis porcentaje. IC, intervalo de
confianza exacto al 95%; n, nimero de determinaciones.

Por lo que se refiere a los niveles de FT4 al diagndstico, tampoco se han encontrado diferencias

estadisticamente significativas entre los diferentes grupos (Tabla 37).

Debemos remarcar que el hipotiroidismo en los pacientes con variantes en TPO fue de grado severo

en un 66.7% y moderado en un 33.3%. Por lo contrario, en los pacientes con variantes en TSHR el
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grado de hipotiroidismo fue leve en todos ellos. En el grupo de PAXS8, el hipotiroidismo fue leve en

un 75% de los casos y severo en el 25% restante.

Un 35.3% de los pacientes con variantes en TG presentaron un hipotiroidismo leve al diagndstico,

un 35.3% hipotiroidismo moderado, y un 29.4% hipotiroidismo severo.

En el caso de los pacientes con alteracion en el gen DUOX2, un 33.3% de ellos se presentaron con

hipotiroidismo leve, otro 33.3% con hipotiroidismo moderado y el 33.3% restante con

hipotiroidismo severo.

TG TPO DUOX2 PAX8 TSHR p valor n
n=18 n=10 n=9 n=5 n=3 ajustado
TSH >50 mU/Ly 11 (64.7) 9 (100) 6 (66.7) 1(25) 0(0)
FT4 < 0.8 ng/dL 1C [38.3, 85.8] IC [66.4,100] 1C [29.9,92.5] IC [0.6,80.6] IC [0,84.2]
TSH>50 mU/Ly 3(17.6) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
FT4 > 0.8 ng/dL IC [3.8,43.4] IC [0,33.6] IC [0,33.6] I1C [0,60.2] IC [0,84.2]
TSH 15-49 mU/Ly 2(11.8) 0(0) 3(33.3) 1(25) 2 (100) 0.08 41
FT4 > 0.8 ng/dL IC [1.5,36.4] IC [0,33.6] IC [7.5,70.1] IC [0.6,80.6] IC [15.8,100]
TSH 10-14.9 mU/Ly 0(0) 0(0) 0(0) 1(25) 0(0)
FT4 > 0.8 ng/dL IC [0,19.5] IC [0,33.6] IC [0,33.6] IC [0.6,80.6] IC [0,84.2]
TSH<10 mU/Ly 1(5.9) 0(0) 0(0) 1(25) 0(0)
FT4 > 0.8 ng/dL 1C[0.1,28.7] I1C [0,33.6] I1C [0,33.6] 1C [0.6,80.6] IC [0,84.2]

Tabla 38. Grado de severidad al diagndstico estratificado por niveles de TSH y FT4 segun el gen afecto en los pacientes con
diagndstico molecular definitivo. Valores expresados como numero total, entre paréntesis porcentaje. IC, intervalo de
confianza exacto al 95%; n, nimero de determinaciones.

Cuando clasificamos a los pacientes segin la combinacion de los niveles de TSH y FT4, tampoco

encontramos diferencias estadisticamente significativas.

En la Tabla 38 podemos ver que la mayoria de los pacientes con variantes en TG y DUOX2
presentaron niveles de TSH superiores a 50 mU/L con FT4 inferior a 0.8 ng/dL al diagndstico (64.7%
y 66.7%, respectivamente) y que el 100% de los casos con variantes en TPO presentaron estos
niveles hormonales. En el grupo PAXS, la distribucion de la severidad fue menos uniforme, y el 100%
de los casos con variantes en TSHR presentaron unos niveles de TSH de entre 15 y 49 mU/L con FT4

superior a 0.8 ng/dL.
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3.2.5. DOSIS DE LT4 REQUERIDAS DURANTE SU EVOLUCION

En este apartado se detallan las dosis de LT4 requeridas al afio, a los 2 afos y a los 4 afios de vida

en cada uno de los grupos segun el gen afecto.

Dosis LT4 TG TPO DUOX2 PAX8 TSHR p valor n
(mcg/kg/dia) n=18 n=10 n= n=5 n= ajustado
18 8 8 4 3
1 afio de vida 3.8+1 4.7+1 3.3+0.8 3.7+0.9 4.2+1.4 0.14 41
IC[3.3,4.2] IC [3.9,5.6] IC [2.6,4] IC[2.3,5.1] I1C[0.8,7.7]
15 9 7 5 3
2 aiios de vida 3.841.2 4.5+0.7 3.2#1 3.2¢1.3 2.840.8 0.14 39
IC[3.1,4.4] IC [3.9,5.1] IC[2.3,4.1] IC [1.6,4.8] IC [0.8,4.9]
13 7 4 5 3
4 aios de vida 3.2¢1.1 4.2+0.4 2.8+0.6 3+0.9 3.8+1 0.15 32
IC[2.5,3.8] IC [3.8,4.5] IC[1.8,3.8] IC[1.8,4.2] IC[1.4,6.2]

Tabla 39. Dosis de LT4 requerida segun el gen afecto en los pacientes con diagndstico molecular definitivo. Valores
expresados como mediatdesviacion estandar. IC, intervalo de confianza para la media al 95%; n, nimero de
determinaciones.

Aunque no existen diferencias estadisticamente significativas, en la Tabla 39 vemos que,
claramente, el grupo que precisd unas dosis mas altas de LT4 en todos los momentos estudiados

fue el de los pacientes con variantes en TPO (dosis medias de entre 4.2 y 4.7 mcg/kg/dia).

Las dosis requeridas en el grupo con variantes en TG, fueron de 3.8 mcg/kg/dia al afio y los 2 afios
de vida y de 3.2 mcg/kg/dia a los 4 afios. En los grupos con variantes en DUOX2 y PAX8 las dosis

necesarias fueron ligeramente inferiores que en el grupo TG.

Vemos que la tendencia en todos los grupos, excepto en el grupo TSHR es que, a mayor edad, menor
dosis se precisaba. En el grupo con variantes en TSHR, las dosis requeridas fueron de 4.2 mcg/kg/dia
y 2.8 mcg/kg/dia al afio y a los 2 afios, respectivamente. A los 4 afios las dosis medias fueron

superiores respecto a los 2 afios (3.8 mcg/kg/dia).

3.2.6. REEVALUACION DIAGNOSTICA

En este apartado se describen los resultados en la reevaluacion diagndstica de los pacientes con

diagndstico molecular definitivo segun el gen afecto.
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TG TPO DUOX2 PAX8 p valor n
n=9 n=6 n=4 n=4 ajustado
TSH 9 6 4 4
reevaluacion 101.9+98 176.8+65.4 14.84+8.9 108.4+112.2 0.12 23
(mu/L) 1C [26.6,177.2] 1C [108.2,245.4] 1C [0.6,28.9] IC [70.1,287]
FT4 9 6 4 4
reevaluacion 0.7+0.4 0.4+0.2 1.1+0.1 0.8+0.5 0.13 23
(ng/dL) IC[0.4,1] 1C [0.2,0.7] 1C[0.9,1.2] IC [0,1.5]

Tabla 40. Valores hormonales en el momento de la reevaluacién diagndstica segln el gen afecto en los
pacientes con diagndstico molecular definitivo. Valores expresados como mediatdesviacidon estandar y
mediana con rango intercuartilico. IC, intervalo de confianza para la media al 95%; n, nimero de
determinaciones.

En la Tabla 40 se detallan los valores hormonales en la reevaluacién diagndstica seguln el gen afecto.
Ninguno de los pacientes con variantes en TSHR pudo ser reevaluado. Aunque las diferencias no
son estadisticamente significativas, podemos ver que el gen que provocd un grado mas severo de
hipotiroidismo fue TPO, con unos valores medios de TSH de 176.8465.4 mU/L y de FT4 de 0.4+0.2
ng/dL. Por el contrario, el gen con menor alteracién de la funcion tiroidea en la reevaluacion fue
DUOX2, con unos niveles de TSH de 14.8+8.9 mU/L y de FT4 de 1.1+0.1 ng/dL. Los pacientes con
variantes en TG y PAX8 presentaron niveles similares de TSH (101.9+98 y 108.4+112.2,
respectivamente), siendo los niveles de FT4 algo mas bajos en el grupo TG (0.7£0.4 ng/dL) respecto

al grupo PAX8 (0.8+0.5 ng/dL).

Hipotiroidismo permanente Hipotiroidismo transitorio Total
TG 8(88.9) 1(11.1) 9
TPO 6 (100) 0(0) 6
DUOX2 3(75) 1(25) 4
PAX8 4 (100) 0(0) 4
Total 21(91.3) 2(8.7) 23

Tabla 41. Diagnéstico definitivo en la reevaluacion en cada grupo de pacientes
segln el gen afecto. Valores expresados como numero total, entre paréntesis
porcentaje.
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La Tabla 41 detalla el diagndstico definitivo en la reevaluacién de los pacientes con diagndstico
molecular definitivo segln el gen afecto. De estos 23 pacientes reevaluados, un total de 21 (91.3%)
fueron diagnosticados de hipotiroidismo permanente en la reevaluacion y solo 2 (8.7%) de
hipotiroidismo transitorio. El 100% de los pacientes con variantes en TPO y PAX8 se diagnosticaron
de hipotiroidismo permanente, asi como la mayoria de los pacientes con variantes en TG (88.9%) y
en DUOX2 (75%). Los 2 pacientes con diagndstico de hipotiroidismo transitorio correspondian a un

paciente con variantes en TG y otro con variantes en DUOX2.

4. FACTORES PREDICTIVOS PARA LA EVOLUCION DEL HIPOTIROIDISMO

En este apartado se analizan las diferencias entre los pacientes reevaluados segun si su
hipotiroidismo es de caracter permanente (leve o severo) o transitorio, grupo en el que se incluyen

los pacientes con HC transitorio (TSH<10 mU/L) y las hipertirotropinemias (TSH 5-10 mUI/L).

Este analisis tiene como objetivo identificar factores que permitan la discriminacién temprana entre

ambos fenotipos.

4.1. NIVELES HORMONALES Y GAMMAGRAFIA AL DIAGNOSTICO

En este apartado se comparan los niveles hormonales (TSH, FT4 y Tg) y la gammagrafia tiroidea en

el momento del diagndstico en ambos grupos de pacientes.

En la Tabla 42 se detallan los niveles de las 3 hormonas al diagndstico en los 2 grupos de pacientes.
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Permanente Transitorio p valor
(n=25) (n=16) ajustado n
25 16
TSH 246.1+201.9 107.3+134.5 011 a
(mu/L) 295 (46.7,375) 50 (21.7,134.2) '
I1C [162.7,329.4] IC [35.6,179]
23 15
FT4 0.8+0.5 1.1+0.5
(ng/dL) 0.8(0.4,1.2) 1.2 (0.8,1.5) 0.25 38
IC[0.6,1] IC [0.8,1.4]
18 13
Tg 592.4+591.6 208.8+188.6 0.25 31
(ng/mL) 300 (157.5,1229.8) 159 (61.9,300) '
1C [298.2,886.5] IC [94.8,322.8]

Tabla 42. Valores hormonales al diagndstico en los pacientes reevaluados con HC de caracter permanente y transitorio.
Valores expresados como mediatdesviacion estandar y mediana con rango intercuartilico. IC, intervalo de confianza para

la media al 95%; n, nimero de determinaciones. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

Los niveles de TSH en el momento del diagnéstico en el grupo de pacientes con HC permanente

fueron de 246.1+201.9 mU/L. Los niveles de dicha hormona en el grupo con HC transitorio fueron

mas bajos, de 107.3%134.5 mU/L, aunque las diferencias entre ambos grupos no son

estadisticamente significativas (Figura 44).

200

Figura 44. Valores de TSH al diagndstico (mU/L) en los pacientes con HC permanente y transitorio.
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Los niveles de FT4 al diagndstico en los pacientes con HC permanente fueron de 0.8+0.5 ng/dLy en

los pacientes con HC transitorio de 1.1+0.5 ng/dL. Las diferencias entre ambos grupos tampoco son

estadisticamente significativas (Figura 45).
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Figura 45. Valores de FT4 al diagndstico (ng/dL) en los pacientes con HC permanente y transitorio.

Por lo que se refiere a los niveles de Tg al diagndstico en los pacientes con HC permanente, fueron

mas elevados (592.4+591.6 ng/mL) que en el grupo con HC transitorio (208.8+188.6), aunque sin

diferencias significativas (Figura 46).
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Figura 46. Valores de Tg al diagndstico (ng/mL) en los pacientes con HC permanente y transiorio.
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Permanente Transitorio p valor n
(n=25) (n=16) ajustado
] B 1(4.5) 2(13.3)
Ausencia total de captacién IC [0.1,22.8] IC [1.7,40.5]
17 (77.3) 8(53.3)
Normocaptante IC [54.6,92.2] IC [26.6,78.7]
0.44 37
) 1(4.5) 0(0)
Hipercaptante IC [0.1,22.8] IC[0,21.8]
) 3(13.7) 5(33.4)
Hipocaptante IC [2.9,34.9] IC [11.8, 61.6]

Tabla 43. Patrén gammagrafico en el momento del diagnéstico en los pacientes reevaluados con HC de caracter
permanente y transitorio. Valores expresados como numero total, entre paréntesis porcentaje. IC, intervalo de confianza
exacto al 95%; n, nUmero de determinaciones.

En la Tabla 43 se describen los resultados de la gammagrafia diagndstica en ambos grupos de

pacientes.

Podemos ver que, tanto en un grupo como en el otro, predominaron las glandulas normocaptantes
(77.3% en el grupo con HC permanente y 53.3% en el grupo con HC transitorio). No obstante, una
proporcién nada despreciable de pacientes (33.4%) presenté una glandula hipocaptante en el grupo
con HC transitorio, mientras que solo un 13.7% de los pacientes con HC permanente presenté este

patrén gammagrafico. Las diferencias encontradas no son estadisticamente significativas.

4.2. DOSIS DE LT4 REQUERIDAS DURANTE SU EVOLUCION

Aqui se describen las dosis de LT4 requeridas en ambos grupos de pacientes en 3 momentos
distintos de su evolucidn: al afio, a los 2 afios y a los 4 aifos de vida. Estas dosis se detallan en la

Tabla 44.
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Dosis LT4 Permanente Transitorio p valor
(mcg/kg/dia) (n=25) (n=16) ajustado n
21 14
1 afio de vida 4.1+1.1 3.1+0.8 0.04 35
IC [3.6,4.5] IC [2.6,3.6]
24 14
2 afios de vida 3.8t1.2 2.3:04 <0.001 38
IC[3.3,4.3] IC[2.1,2.6]
24 7
4 afios de vida 3.3+1 1.810.4 <0.001 31
IC[2.9,3.7] IC[1.4,2.1]

Tabla 44. Dosis de LT4 requerida en los pacientes con HC permanente y transitorio al afo, 2 afios y 4 afios de vida.
Valores expresados como mediatdesviacion estandar. IC, intervalo de confianza para la media al 95%; n, nimero de

determinaciones.

Podemos ver que las dosis requeridas fueron significativamente superiores en todas las edades en

el grupo de pacientes con HC permanente.

Al afo de vida (Figura 47) |la dosis de LT4 requerida en el grupo con HC permanente fue de 4.1+1.1

mcg/kg/dia, mientras que en el grupo con HC transitorio fue de 3.1+0.8 mcg/kg/dia (p= 0.04).
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Figura 47. Dosis de LT4 (mcg/kg/dia) requerida en los pacientes con HC permanente y transitorio al afio de vida.
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A los 2 afios de vida (Figura 48) la dosis de LT4 requerida en el grupo con HC permanente fue de

3.8+1.2 mcg/kg/dia, mientras que en el grupo con HC transitorio fue de 2.3+0.4 mcg/kg/dia

(p<0.001).
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Figura 48. Dosis de LT4 (mcg/kg/dia) requerida en los pacientes con HC permanente y transitorio a los 2 afios de vida.

A los 4 afos de vida (Figura 49) la dosis de LT4 que precisé el grupo con HC permanente fue de

3.3+1 mcg/kg/dia, mientras que en el grupo con HC transitorio fue de 1.8+0.4 mcg/kg/dia (p<0.001).

o

mcg/kg/dia 4 afios
n=231

—

i

: ——

1

1

t
R N—

| L

permanente transitorio

Figura 49. Dosis de LT4 (mcg/kg/dia) requerida en los pacientes con HC permanente y transitorio a los 4 afios de vida.
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4.2.1. DOSIS DE LT4 PREDICTORA DEL FENOTIPO PERMANENTE-TRANSITORIO

En este apartado se analiza individualmente el poder predictivo de las variables con un p. valor
inferior a 0.05. Como hemos visto en los apartados anteriores, las Unicas variables con este nivel de

significancia corresponden a las dosis de LT4.

Se han realizado curvas ROC (receiver operating characteristic) para estimar los puntos de corte
Optimos para las dosis de LT4 que permitan distinguir entre HC transitorio y HC permanente con un
IC del 95%. Los mejores puntos de corte se definen por el mayor indice de Youden, punto que
maximiza la especificidad y sensibilidad [(especificidad + sensibilidad)-1]. Se indica el AUC (area

under the curve), que se considera adecuado para un test diagndstico/prondstico a partir de 70%.

(::2:) (mc;‘:(s;; gia) | Sensibilidad (%) Especifcidad (% AUC (IC 95%)
1 4 52.4 92.3 0.75 (0.59,0.92)
2 3.1 70.8 100 0.86 (0.73,0.98)
4 2.4 83.3 100 0.93 (0.84,1.02)

Tabla 45. Dosis de LT4 al afio, a los 2 afios y a los 4 afios de vida que permite diferenciar entre HC
transitorio y permanente segun los resultados obtenidos en las curvas ROC. AUC, area debajo la curva.

En la Tabla 45 se muestran los resultados del area bajo la curva (AUC) con un intervalo de confianza
del 95% de las dosis de LT4 al afio, a los 2 afios, y a los 4 afios y el punto de corte dptimo para cada

afio, con su correspondiente nivel de sensibilidad y especificidad.

En las siguientes figuras (Figura 50. a, b y c) encontramos representadas las curvas ROC para las

dosis predictoras del tipo de hipotiroidismo para cada una de las edades estudiadas.
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Figura 50. Curvas ROC para los valores de la dosis de LT4 predictora al afio (a), 2 afios (b) y 4 afios (c) de vida.
El AUC para la dosis al afio de vida para la prediccion del tipo de hipotiroidismo es de 0.75 (IC 95%

0.59,0.92) y el punto de corte dptimo, basado en el maximo indice de Youden, es 4 mcg/kg/dia

(sensibilidad 52.4%, especificidad 92.3%).
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El AUC para la dosis de los 2 afios de vida es de 0.86 (IC 95% 0.73,0.98) y el punto de corte 6ptimo
es 3.1 mcg/kg/dia (sensibilidad 70.8%, especificidad 100%).

El AUC para la dosis de los 4 afios de vida es de 0.93 (IC 95% 0.84, 1.02) y el punto de corte 6ptimo
es 2.4 mcg/kg/dia (sensibilidad 83.3%, especificidad 100%).

4.3. PRESENCIA DE VARIANTES GENETICAS

En este apartado se analiza la presencia de variantes genéticas en ambos grupos de pacientes.
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o definitivo
40 — - ninguna
variante
20 — variantes
@ en
heterocigosis
—

permanente transitorio

Figura 51. Diagndstico en la reevaluacidn y presencia de variantes genéticas.

En la Figura 51 podemos ver la distribucion de los 3 grupos de pacientes segun el diagndstico en la

reevaluacion.

Vemos que el 84% de los casos que en la reevaluacién presentaron un hipotiroidismo permanente
correspondian a pacientes con un diagndéstico molecular definitivo, un 8% eran pacientes con

variantes en heterocigosis y otro 8% pacientes sin variantes.

Por el contrario, un 62.5% de los casos con hipotiroidismo de cardacter transitorio correspondian a
pacientes sin variantes, un 25% a pacientes con variantes en heterocigosis y un 12.5% a pacientes

con diagndstico molecular definitivo.
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Estas diferencias son estadisticamente significativas (p<0.001).
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Figura 52. Curvas ROC para la prediccién de HC permanente-transitorio segun la presencia de variantes genéticas.

Para realizar los calculos de la capacidad de prediccion de la variable “presencia de variantes
genéticas”, se ha clasificado a los pacientes con diagndstico molecular definitivo como
hipotiroidismo permanente y a los pacientes con variantes en heterocigosis y sin variantes como

hipotiroidismo transitorio.

El AUC para predecir el caracter del HC segun la presencia de variantes genéticas es de 0.87 (IC 95%
0.76,0.98), con una sensibilidad y especificidad del 84% y 87.5%, respectivamente (Figura 52). Es
decir, la probabilidad que un paciente con hipotiroidismo permanente tenga un diagndstico
molecular definitivo es del 84% y que un paciente con hipotiroidismo transitorio sea un caso sin
variantes o con variantes en heterocigosis es del 87.5%. Por otro lado, el test nos dice que existe un
91.3% de probabilidad de que un paciente con diagndstico molecular definitivo sea permanente y
un 77.7% de probabilidad de que un paciente sin variantes o variantes en heterocigosis sea

transitorio.
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5. ANALISIS DESCRIPTIVO DE CADA GRUPO DE PACIENTES SEGUN EL
RESULTADO DEL ESTUDIO GENETICO

En este bloque se analizan con detalle las caracteristicas clinicas de todos los pacientes de la
cohorte, clasificados segln los resultados del estudio genético en los siguientes grupos: pacientes
sin variantes, pacientes con variantes en heterocigosis y pacientes con variantes en TG, TPO,
DUOX2, PAX8 y TSRH (estos 5 ultimos grupos corresponden a los pacientes con diagndstico
molecular definitivo). El fenotipo clinico de los pacientes (HC permanente o transitorio) se define
segun los resultados en la reevaluacién diagndstica o bien segun las dosis de LT4 que precisan
durante su evolucidn, utilizando como referencia las dosis predictoras por edad obtenidas en este

estudio (apartado 4.2.1, pagina 130).

5.1. PACIENTES SIN VARIANTES

En un total de 16 pacientes de nuestra cohorte no se encontraron variantes genéticas en ninguno

de los genes analizados en el estudio molecular.
Las caracteristicas clinicas de este grupo de pacientes son las siguientes:

- Un 68.8% de estos pacientes presentaron antecedentes familiares de hipotiroidismo. Un
62.5% presentd antecedentes de hipotiroidismo materno.

- Las medias de los niveles hormonales al diagnodstico fueron las siguientes: TSH 96.4+125
muU/L, FT4 1.1+0.4 ng/dL y Tg 235.54304.7 ng/mL. Un 81.2% de los pacientes presentaron
niveles de FT4 al diagndstico superiores a 0.8 ng/dL, un 6.3% entre 0.4 y 0.8 ng/dL y un
12.5% menores a 0.4 ng/dL.

- La mayoria de los pacientes presentaron glandulas normocaptantes (50%) e hipocaptantes
(42.9%) al diagndstico. Uno de los pacientes presentd una ausencia total de captacidn con
una ecografia normal.

- Las dosis medias LT4 requeridas fueron de 3.5+0.8 mcg/kg/dia al afio, de 2.6+0.5
mcg/kg/dia a los 2 afios y de 2+0.7 mcg/kg/dia a los 4 afios.

- Untotal de 12 pacientes de los 16 pacientes sin variantes genéticas fueron reevaluados, de
los cuales un 83.4% presentaron un hipotiroidismo transitorio. Solo 2 pacientes de este

grupo (16.6%) presentaron un hipotiroidismo permanente.
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PACIENTES REEVALUADOS

P HTM TSH FT4 Tg Gammagra'aﬁa/ LT4 LT4 LT4 Diagndstico reevaluacion Edad LT4
Ecografia Perclorato actual actual
conf. conf. conf. R la 2a 4a (TSH;FT4) o X
diagnéstico (afios) (dosis)
1 si 239 | 17 | 619 normal ND | 23 | ND h'pe"'(r;’tsrf’f)'“em'a ND 5 no
2 si 500 0.4 ND ND 38 | 27 | ~ND hipertirotropinemia negativo 5 no
(6.7; 1.3)

3 no 24.6 1.4 159 hipocaptante 2.6 2 1.8 transitorio déficit parcial 7 no

5 no 6 1.8 70.4 normal 4.9 ND ND transitorio ND 4 no

6 si 49.7 1.4 194 normal ND ND ND transitorio ND 5 no

permanente leve P .
8 no 23.7 0.9 375 ND 35 3 2.8 (17.3; 0.8) déficit parcial 8 2.1
9 no 10.4 15 239 hipocaptante 2 22 ND hipertirotropinemia ND 5 no
(5.9; 1.1)
10 si 111 0.8 1129 normal 45 35 3.2 pe'm(alnznlt; leve negativo 10 1
13 si 150 0.2 ND hlpécaptar)te/ 3.3 2 1.8 Transitorio negativo 6 no
hipoplasia
14 si 129 1 59.6 hipocaptante 33 2.6 15 Transitorio déficit parcial 6 no
15 si 234 07 207 no capta/ 4 3.1 16 Transitorio negativo 6 no
normal
16 | no 11 0.9 300 normal 25 | 24 | 13 h'pert'(rgtzr_c’f)'"em'a negativo 14 06

Tabla 46. Pacientes sin variantes reevaluados. Valores de TSH expresados en mU/L, valores de FT4 expresados en ng/dL, valores de Tg
expresados en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. HTM, hipotiroidismo materno; ND, no disponible; conf., confirmatoria.
Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

PACIENTES NO REEVALUADOS
Gammagrafia
TSH FT4 Tg 6 ) / LT4 LT4 LT4 Edad actual LT4 Fenotipo
[} HTM Ecografia o actual .
conf. conf. conf. diagnésti 1a 2a 4a (afios) . seglin DP
iagnéstico (dosis)
4 no 74 1.2 245 normal 4 3.7 ND 2 3.7 P
7 si 64.2 1.4 121 hipocaptante 13 1 ND 2 1 T
11 si 21.8 1 182 normal 33 33 2.6 4 2.6 P
12 si 8.5 1.1 39.8 hipocaptante ND ND ND PS PS ND

Tabla 47. Pacientes sin variantes no reevaluados. Valores de TSH expresados en mU/L, valores de FT4 expresados en ng/dL,
valores de Tg expresados en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. HTM, hipotiroidismo materno; ND, no disponible;
conf., confirmatoria; DP, dosis predictora; P, permanente; T, transitorio. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

Las Tablas 46 y 47 muestran las caracteristicas clinicas de cada uno de los pacientes de este grupo.

Los pacientes P7, P14 y P15 se estudiaron con el segundo panel genético de DT, que resultd

negativo.
Pacientes reevaluados

Los 2 pacientes con un diagndstico de HC permanente leve fueron P8 y P10. El P8 destaca porqué
presentd un test de perclorato compatible con un déficit parcial de la organificacién del yodo. En el

P10 destacan unos niveles significativamente elevados de Tg al diagndstico (1129 ng/mL) con un
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test de perclorato negativo. Estos pacientes presentaron unos niveles de FT4 al debut inferiores a
la media del grupo y precisaron unas dosis medias de LT4 superiores a la media del grupo alos2y
a los 4 afios. Ambos pacientes requieren tratamiento sustitutivo en la actualidad, aunque a dosis

bajas para su edad.

Un total de 4 pacientes (P1, P2, P9 y P16) presentaron cifras de TSH entre 5y 10 mU/L en la
reevaluacién (hipertirotropinemia). P1y P2 presentaban antecedentes de hipotiroidismo materno.
Solo uno de estos pacientes (P16) precisa tratamiento sustitutivo en la actualidad, aunque a dosis
bajas. Cabe destacar que P2, presentd un grado de afectacién severa al diagndstico, con unos

niveles de FT4 de 0.4 ng/dLy de TSH de 500 mU/L.

Los 6 pacientes restantes presentaron un hipotiroidismo transitorio. P3 era un paciente sin
antecedentes maternos de hipotiroidismo que presenté un test de perclorato compatible con un
déficit parcial de la organificacién y P5 era un paciente con una hipertirotropinemia neonatal que
se describira en el apartado 6 (pagina 149). Los otros 4 pacientes (P6, P13, P14 y P15) presentaban
antecedentes maternos de hipotiroidismo. En todos ellos, excepto P6, se hallé una glandula tiroidea
con disminucién de la captacidn en la gammagrafia diagndstica: ausencia total de captacién en P15
e hipocaptacién en P13 y P14. Los casos P14 y P15 corresponden a 2 hermanas gemelas. Debemos
remarcar el grado de severidad del hipotiroidismo de P13, con unos niveles de TSH y de FT4 al
diagndstico de 150 mU/L y 0.2 ng/dL, respectivamente. La ecografia tiroidea mostré una glandula
hipoplasica en este paciente. Sin embargo, este paciente tiene actualmente 6 afios y no requiere

tratamiento sustitutivo.
Pacientes no reevaluados

Un total de 4 pacientes no han sido todavia reevaluados. Uno de estos pacientes (P12) perdio el
seguimiento. Dos pacientes no han cumplido todavia los 3 afios de edad (P4 y P7). P4 precisa unas
dosis sugestivas de HC permanente segun nuestros resultados en los factores predictores y P7,
sugestivas de HC transitorio. P4 presentaba antecedentes maternos de hipotiroidismo y una
glandula hipocaptante al diagndstico. P11 es un paciente que actualmente tiene 4 afios y precisa

una dosis de LT4 sugestiva de HC permanente.
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5.2. PACIENTES CON VARIANTES EN HETEROCIGOSIS

En un total de 9 pacientes de nuestra cohorte se encontraron variantes genéticas en heterocigosis.

Las caracteristicas clinicas de este grupo de pacientes son las siguientes:

Un 44.4% de estos pacientes presentaban antecedentes familiares de hipotiroidismo.

Las medias de los niveles hormonales al diagndstico fueron las siguientes: TSH 42.8+26.7
mU/L, FT4 1.3+0.3 ng/dLy Tg 361.1+348.2 ng/mL.

El 100% de los pacientes presentaron niveles de FT4 superiores a 0.8 ng/dL en el momento
del diagnéstico.

La mayoria de los pacientes presentaron glandulas normocaptantes (44.5%) e
hipocaptantes (33.3%) al diagndstico. Uno de los pacientes presentd una ausencia total de
captacién y otro una glandula hipercaptante.

Las dosis medias de LT4 requeridas fueron de 2.7+0.8 mcg/kg/dia al afio, de 2.4+0.6
mcg/kg/dia a los 2 afios y de 2.5+0.4 mcg/kg/dia a los 4 afios.

Un total de 6 pacientes fueron reevaluados. De estos, 2 (33.4%), presentaron un

hipotiroidismo permanente y 4 (66.6%) un hipotiroidismo transitorio.

PACIENTES REEVALUADOS
Diagndstico Edad LT4
P Gen Nucleétido AA C-LS:; ;I:f c:rg|f reevaluacion Perclorato actual actual
' ' ' (TSH;FT4) (afios) (dosis)
34 76 ¢.5767C>T p.(Pro1923ser) 467 | 11 | 159 perm?ln: "1t)e leve negativo 7 2
TPO c.1618C>T p.(Arg540Ter) hipertirotropinemia .
47 76 .886C>T p.(Arg296Ter) 5 e (6.4; 1.4) negativo 5 no
50 | DUOX2 | c.514-49G>A v.intrénica 677 | Np | ND h'pert'(';’gf’f)'”em'a negativo 14 0.8
56 | DUOX2 €.602dupG | p.(GIn202ThrfsTer99) | 503 | 1.5 | 536 h'pert('?;‘rgpz';‘em'a negativo 4 13
TSRH
. c.770C>T p.(Thr257l1le) permanente leve .
66 (ZI;::)O ¢.767dup p.(Asn256LysfsTer6) 616 13 379 (17.5; 0.9) negativo 10 18
70 DUOXA2 c.738C>G p.(Tyr246Ter) 42 0.8 516 transitorio negativo 7 no

Tabla 48. Pacientes con variantes en heterocigosis reevaluados. Valores de TSH expresados en mU/L, valores de FT4
expresados en ng/dL, valores de TG expresados en ng/mL. Dosis LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminodcido; conf.,
confirmatoria; ND, no disponible; PS, pérdida de seguimiento. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.
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PACIENTES NO REEVALUADOS

- TSH FT4 Tg LT4 LT4 LT4 Edad Lr4 Fenotipo
P Gen Nucleétido AA actual actual .
conf. conf. conf. la 22 4a ~ . segun DP
(afios) (dosis)
21 G c.6818C>T p.(Thr2273Met) 5.4 1.8 58.6 PS PS PS PS PS ND
TG c.416G>A p.(Trp139Ter)
28 DUOX2 .3301G5A 0.(Ala1131Thr) 83.1 0.9 1073 1.6 PS PS PS PS T
36 TG €.3749G>T p.(Arg1250Leu) 13.5 1.5 65.8 PS PS PS PS PS ND

Tabla 49. Pacientes con variantes en heterocigosis no reevaluados. Valores de TSH expresados en mU/L, valores de FT4
expresados en ng/dL, valores de TG expresados en ng/mL. Dosis LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminoacido; ND, no disponible;
PS, pérdida de seguimiento; conf., confirmatoria; DP, dosis predictora; P, permanente; T, transitorio. Valores de referencia TSH,
FT4 y Tg: ver Anexo 1.

Las Tablas 48 y 49 muestran las caracteristicas clinicas de cada uno de los pacientes de este grupo.

Pacientes reevaluados

Los 2 pacientes con fenotipo permanente leve (P34 y P66) presentaban variantes en heterocigosis
en TGy TSHR. El paciente P34, que era portador de la variante p.(Pro1923Ser) en TG, presentd una
gammagrafia normocaptante al diagnédstico, unos niveles de TSH y FT4 de 46.7 mU/Ly 1.1 ng/dL,
respectivamente, y los niveles de Tg estaban dentro de la normalidad (159 ng/mL). Este paciente
tiene actualmente 7 afios y precisa LT4 a una dosis de 2 mcg/kg/dia. El paciente P66, portador de 2
variantes en heterocigosis en TSHR, las 2 en el alelo paterno, presentd un patron gammagrafico
normocaptante y unos niveles de TSH, FT4 y Tg de 61.6 mU/L, 1.3 ng/dL y 379 ng/mL,
respectivamente. Este paciente tiene actualmente 10 afios y requiere 1.8 mcg/kg/dia de LT4 para

mantenerse eutiroideo.

Los pacientes P50 y P56, que presentaban variantes en heterocigosis en DUOX2, una variante
intrénica y la variante p. (GIn202ThrfsTer99) respectivamente, se catalogaron de
hipertirotropinemias en la reevaluacion diagndstica y ambos requieren tratamiento sustitutivo en
la actualidad. ElI P50 presentd una ausencia total de captacién en la gammagrafia diagndstica, con

una ecografia tiroidea normal.

El P47, con variantes en 2 genes distintos (TG y TPO) y el P70, con una variante en DUOXA2,

presentaron un hipotiroidismo de caracter transitorio.
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El 100% de los pacientes con variantes en heterocigosis presentd un test de descarga con perclorato

negativo.
Pacientes no reevaluados

Los 3 pacientes no reevaluados perdieron el seguimiento clinico desde practicamente el inicio, por
lo que no se pueden detallar sus caracteristicas clinicas. Cabe destacar que P28, que presentaba
variantes en 2 genes distintos (TG y DUOX2), presentd unos niveles de Tg muy superiores al resto,
los niveles de TSH mas elevados de todo el grupo, y una FT4 en el limite bajo de la normalidad, por
lo que podriamos decir que la presencia de 2 variantes genéticas provocd una mayor gravedad en
este paciente al diagnéstico. Sin embargo, la dosis de LT4 requerida al afio de vida era altamente

sugestiva de HC transitorio.

5.3. PACIENTES CON DIAGNOSTICO MOLECULAR DEFINITIVO

En este apartado se analizan las caracteristicas clinicas de los 45 pacientes con diagndstico
molecular definitivo, clasificados seguin el gen afecto y con la descripcién de cada una de las

variantes encontradas.

5.3.1. PACIENTES CON VARIANTES EN TG

En un total de 18 pacientes de nuestra cohorte se encontraron variantes genéticas en TG que han

permitido explicar el fenotipo de HC que presentan.
Las caracteristicas de este grupo de pacientes son las siguientes:

- Un 38.9% de estos pacientes presentaron antecedentes familiares de hipotiroidismo.

- Las medias de los niveles hormonales al diagndstico fueron las siguientes: TSH 320.2+243.1
muU/L, FT4 0.7+0.5 ng/dLy Tg 142.4+336.1 ng/mL.

- Un35.3% de los pacientes presentaron niveles de FT4 al diagndstico superiores a 0.8 ng/dL,
un 35.3% entre 0.4 y 0.8 ng/dL y un 29.4% inferiores a 0.4 ng/dL.

- La mayoria de los pacientes presentaron glandulas normocaptantes (64.7%) o
hipercaptantes (29.4%) al diagndstico.

- Las dosis medias de LT4 requeridas fueron de 3.8+1 mcg/kg/dia al afio, de 3.8+1.2
mcg/kg/dia a los 2 afios y de 3.2+1.1 mcg/kg/dia a los 4 afios.

139



Resultados

- Un total de 9 pacientes fueron reevaluados. De estos, todos excepto uno presentaron un
hipotiroidismo permanente (88.9%).

- De los 18 pacientes, 17 presentaron un genotipo heterocigoto compuesto y solo 1 fue
homocigoto.

- La variante p.(Arg296Ter), que genera una proteina truncada, fue la variante mads

frecuente, ya que fue detectada en un total de 10 pacientes.

PACIENTES REEVALUADOS
TSH T4 T T Diagndstico Edad LT4
P Gen Nucleétido AA Genotipo conf conf cor%f reegv reevaluacion Perclorato actual actual
' ' . : (TSH;FT4) (afios) (dosis)
TG c.886C>T p.(Arg296Ter) HetComp permanente severo )
17 €.5386C>T p.(GIn1796Ter) 375 | 16 | 02 02 (163.3;0.3) negativo n 22
TG c.493G>T p.(Glul65Ter) HetComp ermanente leve
19 ¢.5041+46C>T v. intrénica het 18 1.2 159 15.6 P (12.3;1) ND 6 0.7
YD €.349G>A p.(Asp117Asn) "
TG c.7851C>G p.(Tyr2617Ter) HetComp ermanente severo
20 c.8144G>C p.(Cys2715Ser) 75 1 ND 0.3 P (122;0.5) negativo 13 1.6
DUOX2 ¢.1498T>C p.(Phe500Leu) het T
TG c.886C>T p.(Arg296Ter) HetComp hipertirotropinemia
22 c.6181G>A p.(Gly2061Arg) 9.2 1.6 455 | 825 P @ 2_1';) ND 4 1.4
c.7753C>T p.(Arg2585Trp) o
TG c.886C>T p.(Arg296Ter) HetComp permanente severo .
3 .4588C>T p.(Argl530Ter) 375 ! ND 0.2 (323;0.1) negativo 1 25
TG c.5184C>A p.(Cys1728Ter) HetComp permanente leve
2 22 1. 22. 42.7 ND 2.
9 €.6263-9877A>G v.intrénica 6 6 (51.1;0.9) 5 9
TG c.886C>T p.(Arg296Ter) HetComp permanente severo .
31 €.6262+1delG v.intrénica 518 | 02 | ND | 17 (62;0.7) negativo 18 25
TG c.7813C>T p.(Arg2605Ter) HetComp permanente leve .
3 .3804C>T p.(Ser1268=) 540 | 05 | 1230 | 58 (53.5;,0.9) negativo 6 2
TG c.886C>T p.(Arg296Ter) HetComp permanente severo .
35 €.3790T>G p.(Cys1264Gly) 309 0.3 73.5 4.3 (122;0.4) negativo 15 2.3

Tabla 50. Pacientes con diagndstico molecular definitivo por variantes en el gen TG reevaluados. AA, aminodcido. TSH expresada en mU/L,
FT4 expresada en ng/dL, Tg expresada en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminoacido; ND, no disponible; PS, pérdida de
seguimiento; conf., confirmatoria; reev., reevaluacion; het, heterocigosis; HetComp, heterocigosis compuesta. Valores de referencia TSH,
FT4 y Tg: ver Anexo 1.
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PACIENTES NO REEVALUADOS

» ) TSH FT4 Tg LT4 LT4 LT4 Edad LT Fenotipo
P Gen Nucleétido AA Genotipo actual actual segun
conf. conf. conf. la 2a 4a o .
(afios) (dosis) DP
c.886C>T p.(Arg296Ter)
18 TG c.1143delC p.(Tyr382ThrfsTer20) HetComp 352.6 0.4 0.2 4.2 ND 3.8 4 3.8 P
c.1351C>T p.(Argd51Ter)
24 TG .3842G>A p.(Cys1281Tyr) HetComp 75 0.4 35.9 3.5 3 2.4 10 2.4 P
c.1351C>T p.(Argd51Ter)
25 TG .3842G>A p.(Cys1281Tyr) HetComp 608 0.3 ND 3.2 3.2 23 14 1.4 P
c.886C>T p.(Arg296Ter)
26 TG C.7240G>A p.(Gly2414Arg) HetComp 150 0.5 0.2 3.7 4 3.8 5 3.8 P
c.886C>T p.(Arg296Ter)
27 TG C.7240G>A p.(Gly2414Arg) HetComp 486 0.4 2.6 2.6 ND 3.7 7 3.2 P
30 TG c.5386C>T p.(GIn1796Ter) hom 550 0.5 0.2 4 ND 33 6 3.2 P
c.886C>T p.(Arg296Ter)
32 TG ¢.5173delC p.(Leu1725PhefsTer28) HetComp 91.3 0.7 13.6 3.6 3 2.1 7 2 T
c.886C>T p.(Arg296Ter)
37 TG €1333GT p.(ArgaasTer) HetComp 375 0.3 0.2 4 5 4.5 18 3.6 P
¢.5976-1G>A v.intrénica
38 TG €.7228G>C p.(Ala2410Pro) HetComp 835 ND 0.2 4.5 4.6 3 4 3 P

Tabla 51. Pacientes con diagndstico molecular definitivo por variantes en el gen TG no reevaluados. AA, aminodcido. TSH expresada en
mU/L, FT4 expresada en ng/dL, Tg expresada en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminoacido; ND, no disponible; PS,
pérdida de seguimiento; conf., confirmatoria; DP, dosis predictora; P, permanente; T, transitorio; hom, homocigosis; HetComp,
heterocigosis compuesta. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

Las Tablas 50 y 51 muestran las caracteristicas clinicas y las variantes genéticas de cada uno de los

pacientes de este grupo.

En referencia a los niveles séricos de Tg de todo el grupo, si tomamos como referencia los valores
publicados en un estudio con poblacién espafiolal’®, todos los pacientes (83.4%) excepto tres (P22,

P29 y P33) presentaron unos niveles de Tg bajos al diagndstico y/o en la reevaluacion.
Pacientes reevaluados

Del total de pacientes reevaluados (n=9), 5 presentaron un hipotiroidismo permanente severo, 3

un hipotiroidismo permanente leve y 1 hipertirotropinemia.
Se realizd un test de descarga con perclorato en 6 pacientes, que resulté en todos ellos negativo.

En referencia a los pacientes con hipotiroidismo severo, en 4 de ellos (P17, P23, P31 y P35) se
detectd la presencia de la variante p.(Arg296Ter). Todos estos pacientes presentaban niveles bajos
de Tg y precisan dosis elevadas de LT4 en la actualidad. El otro paciente con fenotipo severo fue
P20, que ademas de presentar 2 variantes en TG, era portador también de una variante en DUOX2,
posiblemente agravante de su hipotiroidismo. Los niveles de Tg en este paciente eran bajos, pero

las dosis de LT4 requeridas en la actualidad no son tan altas como en los anteriores.
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Los pacientes con hipotiroidismo permanente leve (P19, P29 y P33) requieren todos tratamiento
sustitutivo en la actualidad, aunque P19 y P33 a dosis bajas para su edad. P29 y P33 presentaban
unos niveles de Tg dentro de la normalidad mientras que P19 presentaba niveles de Tg ligeramente

disminuidos. En P19 se detectd, ademas de las variantes en TG, una variante en el gen IYD.

El P22, diagnosticado de hipotiroidismo transitorio (hipertirotropinemia), era portador de 3

variantes distintas en TG, una de ellas p.(Arg296Ter), y requiere dosis bajas de LT4 en la actualidad.
Pacientes no reevaluados

La variante p.(Arg296Ter) se detectd en 5 de los pacientes de este grupo (P18, P26, P27, P32 y P37).
En todos ellos los niveles de Tg fueron bajos. En referencia a la prediccion del tipo de hipotiroidismo,
si nos basamos en los resultados de este trabajo, las dosis de LT4 requeridas a los 4 ainos de edad,
fueron sugestivas de hipotiroidismo permanente en todos ellos excepto en P32. Este paciente, que
es el que presentaba el fenotipo clinico menos severo al diagnédstico, tiene actualmente 7 afios y
precisa dosis bajas de LT4 (2 mcg/kg/dia). P26 y P27 son dos hermanos con un fenotipo clinico muy

similar.

P24 y P25 son dos hermanos con las variantes p.(Arg451Ter) y p.(Cys1281Tyr) que tienen
actualmente 10 y 14 afios y requieren dosis de LT4 de 2.4 y 1.4 mcg/kg/dia, respectivamente. P30,
que es portador en homocigosis de la variante p.(GIn1796Ter) y P38, con p.(Ala2410Pro) y una

variante intrdnica, precisan también dosis altamente sugestivas de hipotiroidismo permanente.

En conclusion, segln las dosis de LT4 requeridas, todos los pacientes no reevaluados excepto P32,

presentarian un hipotiroidismo permanente.

5.3.2. PACIENTES CON VARIANTES EN TPO

En un total de 10 pacientes con diagndstico molecular definitivo se encontraron variantes genéticas

en TPO.
Las caracteristicas de este grupo de pacientes son las siguientes:

- Un 20% de estos pacientes presentaron antecedentes familiares de hipotiroidismo.
- Las medias de los niveles hormonales al diagndstico fueron las siguientes: TSH 415.3+196.9

mU/L, FT4 0.420.2 ng/dLy Tg 1457.2+1014.1ng/mL.
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- Un 33.3% de los pacientes presentaron niveles de FT4 al diagnédstico entre 0.4 y 0.8 ng/dL
y un 66.7% inferiores a 0.4 ng/dL.

- Al diagndstico, un 75% de los pacientes presentaron glandulas normocaptantes y un 25%
hipercaptantes.

- Las dosis medias de LT4 requeridas fueron de 4.7+1 mcg/kg/dia al afo, de 4.5%0.7
mcg/kg/dia a los 2 afios y de 4.2+0.4 mcg/kg/dia a los 4 afios.

- El 100% de los pacientes reevaluados, un total de 6, presentaron un hipotiroidismo de
caracter permanente.

- De los 10 pacientes, 3 presentaron un genotipo homocigoto y el resto, heterocigoto

compuesto.

PACIENTES REEVALUADOS

P Gen Nucleétido AA Genotipo ;Sr: c':i c:rg‘f_ r;gv. r:Ieavgar;zzzlicéz Perclorato aEc(:z:I al_tT:al
(TSH;FT4) (afios) (dosis)
40 | TPO €.2512T>A p.(Cys838Ser) hom 686 05 300 ND perm;a;zezr:toe;)evero dtzft'::t 14 2
a1 | TPO ccf??f;gfl' ‘;"((’:Srgiggéis)) HetComp | 57.8 08 ND 89.6 pe”‘("f:;gfg)le"e s::'cf';l 7 3.4
| o | ST | bicwsosanirasy | Petcome | s | w0 | o | g7 | PemERRImer | U | n 27
| o | e oy | s | ws | ow | o | P | e
| o | e | PSSy | s | a | o | wwo | P ||
o | 7o | reea | umsenes | Mecome | 375 | 03 | w00 | e | PTIEASRee | OGEE | m | s

Tabla 52. Pacientes con diagndstico molecular definitivo por variantes en el gen TPO reevaluados. AA, aminoacido. TSH expresada en mU/L,
FT4 expresada en ng/dL, Tg expresada en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminodcido; ND, no disponible; PS, pérdida de
seguimiento; conf., confirmatoria; reev., reevaluacion; hom, homocigosis; HetComp, heterocigosis compuesta. Valores de referencia TSH, FT4
y Tg: ver Anexo 1.

PACIENTES NO REEVALUADOS
» i TSH | FT4 Tg | 1ta | ita | e | FEdad Lra Fenotipo
P Gen Nucleétido AA Genotipo actual actual segun
conf. conf. conf. la 2a 4a o .
(afios) (dosis) DP
c.2578G>A p.(Gly860Arg)
39 TPO €.2619-1G>C v.intrénica HetComp 266.7 0.2 1066 6 4.2 ND 3 4 P
TPO c.1943G>A p.(Arg648GlIn) hom
2 .2 2 1 . . .
4 PAX8 c.1334CT p.(Thr445Met) het 750 0 3247 4 45 38 4 38 P
45 TPO c.1993C>T p.(Arg665Trp) hom 348.6 0.1 1234 5 ND 4.7 PS PS P
c.1184_1187dupGCCG p.(Ala397ProfsTer76)
= . 2511 . . D .
46 TPO €1978C>G p.(GIN660GIU) HetComp 474 0.6 5 3.4 3.6 N 3 3.6 P

Tabla 53. Pacientes con diagndstico molecular definitivo por variantes en el gen TPO no reevaluados. AA, aminodcido. TSH expresada en
mU/L, FT4 expresada en ng/dL, Tg expresada en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminodcido; ND, no disponible; PS,
pérdida de seguimiento; conf., confirmatoria; DP, dosis predictora; P, permanente; T, transitorio; hom, homocigosis; het, heterocigosis;
HetComp, heterocigosis compuesta. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.
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En las Tablas 52 y 53 se detallan las caracteristicas clinicas y las variantes genéticas de cada uno de

los pacientes de este grupo.
Pacientes reevaluados

Todos los pacientes reevaluados presentaron un hipotiroidismo permanente, 5 de caracter severo
y 1 de cardcter leve y, en todos ellos, el test de descarga con perclorato resulté compatible con un
déficit de la organificacién del yodo. En la mitad de los pacientes, este déficit de la organificacidn
fue total (P40, P48 y P49). El P40, portador en homocigosis de la variante p.(Cys838Ser), presentd
un fenotipo severo. El P48 y el P49, 2 gemelos portadores de una variante intrénica y una variante
missense en heterocigosis compuesta, presentaban ambos un fenotipo grave. Los 3 pacientes con
déficit parcial de la organificacion (P41, P43 y P44) presentaban un genotipo en heterocigosis
compuesta. Cabe destacar, que los pacientes con fenotipo severo, presentaron cifras de Tg mas
elevadas en la reevaluaciéon que el paciente con fenotipo leve. Todos los pacientes precisan

tratamiento sustitutivo en la actualidad.
Pacientes no reevaluados

De acuerdo con los resultados de nuestro trabajo, todos los pacientes con variantes genéticas en
TPO no reevaluados precisaron una dosis de LT4 sugestiva de hipotiroidismo de caracter
permanente. En el P42, se detectd una variante en heterocigosis en otro gen (PAX8). Este paciente,
con variantes en dos genes distintos asociados a HC, presentd unos niveles de Tg al diagndstico
notablemente mas elevados que el resto y unos niveles de TSH al diagndstico también ligeramente
por encima del resto del grupo, por lo que es probable que la presencia de una variante en otro gen

provocara un fenotipo clinico mas severo en este paciente.

5.3.3. PACIENTES CON VARIANTES EN DUOX2

En un total de 9 pacientes de nuestra cohorte se encontraron variantes genéticas en DUOX2 que

justifican su fenotipo clinico.
Las caracteristicas de este grupo de pacientes son las siguientes:

- Un 22.2% de estos pacientes presentaron antecedentes familiares de hipotiroidismo.
- Los valores medios hormonales al diagnédstico fueron los siguientes: TSH 181.9+146 mU/L,

FT4 0.8+0.5 ng/dLy Tg 1371.8+1402 ng/mL.
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Un 33.3% de los pacientes presentaron niveles de FT4 al diagndstico superiores a 0.8 ng/dL,
un 33.3% entre 0.4 y 0.8 ng/dL y un 33.3% inferiores a 0.4 ng/dL.

Al diagnéstico, un 55.6% de los pacientes presentaron glandulas hipercaptantes y un 44.4%
normocaptantes.

Las dosis medias de LT4 requeridas fueron de 3.3+0.8 mcg/kg/dia al afio, de 3.2+1
mcg/kg/dia a los 2 afios y de 2.8+0.6 mcg/kg/dia a los 4 afios.

El 75% de los pacientes reevaluados presentaron un hipotiroidismo de caracter
permanente y el 25% restante, transitorio.

La variante mas frecuente en este grupo fue p.(Phe966SerfsTer29), que se detectd en 5 de
los 9 pacientes.

De los 9 pacientes, 3 presentaron un genotipo homocigoto y 6 heterocigoto compuesto.

PACIENTES REEVALUADOS

Diagndstico Edad LT4
P Gen Nucleétido AA Genotipo C.LS:; c::Tn4f c:r%f r:(-zgv reevaluacion Perclorato actual actual
' ' ) ) (TSH;FT4) (afios) (dosis)
€.2895_2898del p.(Phe966SerfsTer29) permanente leve déficit
31 | buoxz €.3901C>T (p.GIn1301Ter) HetComp | 295 o4 ND 543 (22;1) parcial 1 24
53 | DUOX2 .2997delT | p.(Phe999LeufsTer26) hom 527 | 07 | 1357 | 157 | Permanenteleve deficit 9 24
(22;1.1) parcial
c.4405G>A p.(Glu1469Lys) permanente leve .
58 buox2 C.554A5G p.(Tyr185Cys) HetComp 375 0.3 1500 ND (11.2:1.1) negativo 13 1
¢.1060C>T p.(Arg354Trp) L .
60 DUOX2 ¢.2895_2898del p.(Pheg66SerfsTer29) HetComp 294 0.3 1.2 51 transitorio negativo 9 no

Tabla 54. Pacientes con diagndstico molecular definitivo por variantes en el gen DUOX2 reevaluados. AA, aminodcido. TSH expresada en
mU/L, FT4 expresada en ng/dL, Tg expresada en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminoacido; ND, no disponible; conf.,
confirmatoria; reev., reevaluacidn; hom, homocigosis; HetComp, heterocigosis compuesta. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

PACIENTES NO REEVALUADOS

. i TSH | FTa Tg L4 L4 L4 Edad Lra Fenotip
P Gen Nucleétido AA Genotipo actual actual o segun
conf. conf. conf. la 2a 4a . )
(afos) (dosis) DP
52 buox2 €.2895_2898del p.(Phe966SerfsTer29) hom 17.1 1.3 1120 2.4 1.8 1.8 4 1.8 T
DUOX2 €.2654G>T p.(Arg885Leu) HetComp
54 €.2654G>A p.(Arg885GIn) 23.7 1.2 550 25 2.6 1.7 4 1.7 T
G c.4270T>G p.(Phel424Val) het
c.1588A>T p.(Lys530Ter)
55 buox2 €.3329G>A p.(Arg1110GIn) HetComp 354 1.5 488 3.5 3.7 3 4 3 P
€.2444T>C p.(Leu815Pro)
57 DUOX2 ¢.2895_2898del p.(Pheg66SerfsTer29) HetComp 50.9 0.7 1370 33 4.5 ND 3 4.6 P
59 DUOX2 €.2895_2898del p.(Phe966SerfsTer29) hom 289 0.5 4588 3.5 3.4 ND 2 3.4 P

Tabla 55. Pacientes con diagndstico molecular definitivo por variantes en el gen DUOX2 no reevaluados. AA, aminoacido. TSH expresada en
mU/L, FT4 expresada en ng/dL, Tg expresada en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminoacido; ND, no disponible; conf.,
confirmatoria; DP, dosis predictora; P, permanente; T, transitorio; het, heterocigosis; hom, homocigosis; HetComp, heterocigosis compuesta.
Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.
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En las Tablas 54 y 55 se detallan las caracteristicas clinicas y las variantes genéticas de cada uno de

los pacientes de este grupo.
Pacientes reevaluados

Como ya se ha mencionado, 3 de los 4 pacientes reevaluados presenté un HC de caracter
permanente. Dos de éstos (P51 y P53) presentaron un déficit parcial en la organificacién del yodo.
Estos pacientes tienen actualmente entre 9 y 13 afos y, a pesar del grado leve de hipotiroidismo,
todos siguen precisando tratamiento sustitutivo. Debemos remarcar que el paciente con HC
transitorio (P60), presentd unos niveles de Tg muy bajos al diagndstico y también en la

reevaluacién, comparado con los pacientes con HC permanente.
Pacientes no reevaluados

De los 5 pacientes no reevaluados, el P52 y el P54 han precisado, segun nuestros resultados, unas
dosis de LT4 sugestivas de HC transitorio desde el primer afio de vida. Ademas, el grado de
severidad del hipotiroidismo al diagndstico en ambos fue leve comparado con los pacientes con HC
permanente y variantes en este gen. P54 presentaba un HC de caracter digénico, ya que era ademas
portador de una variante en TG, que no parece agravar su fenotipo. Por lo contrario, P55, P57 y
P59, precisaron unas dosis de LT4 sugestivas de HC permanente. En todos ellos, excepto en P55, el
hipotiroidismo al diagndstico fue severo. P52 y P59, que presentaban la misma mutacion en
homocigosis, presentaron un fenotipo clinico diferente entre ellos pese a presentar el mismo

patrén genético.

5.3.4. PACIENTES CON VARIANTES EN PAX8

En un total de 5 pacientes con diagndstico molecular definitivo se encontraron variantes genéticas

en PAXS.
Las caracteristicas de este grupo de pacientes son las siguientes:

- Un 40% de estos pacientes presentaban antecedentes familiares de hipotiroidismo.

- Los valores medios hormonales al diagndstico fueron los siguientes: TSH 162.2+194.8
muU/L, FT4 1+0.5 ng/dLy Tg 192.74+94.7 ng/mL.

- Un 75% de los pacientes presentaron niveles de FT4 al diagndstico superiores a 0.8 ng/dLy

un 25% inferiores a 0.4 ng/dL.
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- Al diagndstico, un 50% de los pacientes presentaron glandulas hipocaptantes, un 25%
normocaptantes y un paciente presenté ausencia total de captacion.

- Las dosis medias de LT4 requeridas fueron de 3.7+0.9 mcg/kg/dia al afio, de 3.2+1.3
mcg/kg/dia a los 2 afios y de 3+0.9 mcg/kg/dia a los 4 afos.

- EI'100% de los pacientes reevaluados presentd un hipotiroidismo de cardcter permanente.

- Todos los pacientes presentaron un genotipo en heterocigosis.

PACIENTES REEVALUADOS
Diagndstico Edad LT4
P Gen Nucleétido AA Genotipo ;Sr:-: c::‘f c:r%f r:egv reevaluacion Perclorato actual actual
: ' : . (TSH;FT4) (afios) (dosis)
permanente severo déficit
1 PAX: L117C>A . Al het 7 ND 2
6 8 c p.(Ser59Arg) e 375 300 300 (175.6:0.7) parcial 9
62 | paxs €.398G>A p.(Arg133GIn) het 136 12 121 41.7 pe"{ﬁ”;'zt;;eve negativo 5 1.4
c.196_ el p.(Tyré6de et . . negativo
63 | PAX8 | c.196_198del (Tyr66del) h Iy 11 ND 482 pe"?;;;”stlgsze)"em i 15 2
permanente leve déficit
65 | PAXS €.397C>T p.(Arg133Trp) het 5.3 1.4 157 46.8 (15.4:1) parcial 6 2.6

Tabla 56. Pacientes con diagndstico molecular definitivo por variantes en el gen PAX8 reevaluados. AA, aminoacido. TSH expresada en
mU/L, FT4 expresada en ng/dL, Tg expresada en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminoacido; ND, no disponible;
conf., confirmatoria; reev., reevaluacidn; het, heterocigosis. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

PACIENTES NO REEVALUADOS
Edad LT4 .
P Gen Nucleétido AA Genotipo TSH FT4 Te LT4 LT4 LT4 actual actual Fenf:tlpo
conf. | conf. | conf. la 2a 4a . . segun DP
(afios) (dosis)
64 PAX8 c.398G>A p.(Arg133Gln) het 375 0.3 ND 3 3.2 34 12 2.4 P

Tabla 57. Pacientes con diagndstico molecular definitivo por variantes en el gen PAX8 no reevaluados. AA, aminoacido. TSH
expresada en mU/L, FT4 expresada en ng/dL, Tg expresada en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminoacido;
ND, no disponible; conf., confirmatoria; DP, dosis predictora; P, permanente; T, transitorio; het, heterocigosis. Valores de
referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.

En las Tablas 56 y 57 se detallan las caracteristicas clinicas y las variantes genéticas de cada uno de

los pacientes de este grupo.

Pacientes reevaluados

Todos los pacientes presentaron un HC de caracter permanente, 2 de ellos leve y los otros 2 severo.
Respecto al test de perclorato, en 2 de ellos el resultado fue compatible con un déficit parcial de la
organificacién y, en los otros 2, fue negativo. No se observé correlacidén entre el resultado de este

test y la gravedad del hipotiroidismo.
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Pacientes no reevaluados

El Unico paciente no reevaluado presentd un grado severo de hipotiroidismo al diagndstico, asi

como unas dosis de LT4 sugestivas de HC permanente.

5.3.5. PACIENTES CON VARIANTES EN TSHR

En un total de 3 pacientes de nuestra cohorte se encontraron variantes genéticas en TSHR que

justifican su fenotipo clinico.
Las caracteristicas de este grupo de pacientes son las siguientes:

- Un 33.3% de estos pacientes presentaban antecedentes familiares de hipotiroidismo.

- Losvalores medios hormonales al diagndstico fueron los siguientes: TSH 51+42.9 mU/L, FT4
1.3+£0.3 ng/dLy Tg 38.9+21 ng/mL.

- Al diagnostico, el 100% de los pacientes presentaron niveles de FT4 superiores a 0.8 ng/dL.

- Todos los pacientes presentaron glandulas hipocaptantes en el momento del diagndstico.

- Las dosis medias de LT4 requeridas fueron de 4.2+1.4 mcg/kg/dia al afio, de 2.8+0.8
mcg/kg/dia a los 2 afios y de 3.8+1 mcg/kg/dia a los 4 afios.

- Dos de los pacientes presentaron un genotipo homocigoto y uno heterocigoto compuesto.

PACIENTES NO REEVALUADOS
Edad LT4
TSH FT4 T LT4 LT4 LT4 F il
P Gen Nucleétido AA Genotipo S 8 actual actual enf)tlpo
conf. | conf. | conf. la 2a 4a L . segun DP
(afios) (dosis)
67 TSRH c.484C>G p.(Pro162Ala) hom 33.2 1.1 24 46 | 35 | 44 6 3.8 P
c.100G>A p.(Glu34Lys)
19. 1. . 2. 1 2. 2.
68 TSRH 1349G>A | p.(ArgdS0His) HetComp 9.9 5 53.7 7|3 7 5 3 P
69 TSRH | ¢.1657G>A | p.(Ala553Thr) hom 100 ND ND 54 | 19 | 43 PS PS P

Tabla 58. Pacientes con diagndstico molecular definitivo por variantes en el gen TSHR no reevaluados. AA, aminodcido. TSH
expresada en mU/L, FT4 expresada en ng/dL, Tg expresada en ng/mL, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. AA, aminodcido;
ND, no disponible; DP, dosis predictora; P, permanente; T, transitorio; conf., confirmatoria; reev., reevaluacién; hom,
homocigosis; HetComp, heterocigosis compuesta. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.
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Pacientes no reevaluados

Ninguno de estos pacientes fue reevaluado. Es probable que, por las dosis que precisaban a los 4

afios de edad, todos presenten un HC de caracter permanente (Tabla 58).

6. CASOS FALSOS POSITIVOS (HIPERTIROTROPINEMIAS NEONATALES)

En nuestro estudio se incluyeron 5 pacientes falsos positivos, es decir, pacientes que presentaron
una cifra de TSH superior a 10 mU/L en el cribado, pero inferior a 10 mU/L en la confirmacion
diagnodstica. Todos estos pacientes presentaron cifras de TSH confirmatorias de entre 5y 10 mU/L

y niveles normales de FT4, por lo que se definen como casos de hipertirotropinemia neonatal.

En la Tabla 59 se describen de forma resumida las caracteristicas clinicas de estos pacientes.

TSH TSH Gammagrafia Variantes Reevaluacion Edad actual LT4 actual
cribado conf. diagndstico genéticas diagndstica (afios) (dosis)
P5 12 6 normocaptante no transitorio 4 no
P12 30.6 8.5 hipocaptante no PS PS PS
. p.(Thr2273Met)
P21 21.4 5.4 hipocaptante (het, TG) PS PS PS

p.(Arg296Ter)
p.(Gly2061Arg)

P22 19 9.2 normocaptante b.(Arg2585Trp) hipertirotropinemia 4 14
(HetComp, TG)
P65 20 5.3 hipocaptante p-(Arg133Trp) permanente leve 6 2.6

(het, PAXS)

Tabla 59. Pacientes falsos positivos. Valores de TSH expresados en mU/L, dosis de LT4 expresada en mcg/kg/dia. PS, pérdida
de seguimiento; het, heterocigosis; HetComp, heterocigosis compuesta.

En 2 de estos casos no hemos podido valorar su evolucién porqué son pacientes que perdieron el
seguimiento clinico. Estos 2 pacientes presentaban glandulas hipocaptantes al diagndstico y los
anticuerpos TgAb y TPOAb eran negativos. Uno de ellos era un paciente sin variantes genéticas y
una TSH confirmatoria de 8.5 mU/L (P12). La madre y el hermano de este paciente presentaban
alteracion de la funcidn tiroidea: la madre hipotiroidismo establecido y el hermano un HC (al debut
TSH 13.5 mU/L, FT4 1.5 ng/dL) del que desconocemos su evolucion por pérdida de seguimiento,
siendo ambos portadores de la variante p.(Arg1250Leu) en TG. El otro caso se trata de un paciente
con una variante en heterocigosis en TG, p.(Thr2273Met), y una TSH confirmatoria de 5.4 mU/L

(P21).
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Los otros 3 pacientes si que fueron reevaluados. En uno de ellos se confirmo un HC transitorio (P5).
Este paciente presentaba una TSH confirmatoria de 6 mU/L, una gammagrafia normocaptante y un
estudio genético negativo. En el P22, que presentd una TSH confirmatoria de 9.2 mU/L, persistia un
estado de hipertirotropinemia (TSH 8.1 mU/L) en la reevaluacidn. Este paciente era portador de 3
variantes en heterocigosis compuesta en el gen TG y actualmente, a la edad de 4 afos, requiere
unas dosis de LT4 sugestivas de HC transitorio (1.4 mcg/kg/dia). El otro paciente se diagnhostico de
HC permanente leve (P65). Se trata de un paciente con una TSH confirmatoria de 5.3 mU/L, un test
de perclorato compatible con un déficit parcial de la organificacidon del yodo y una variante en
heterocigosis en PAX8, p.(Arg133Trp). Este paciente tiene actualmente 6 aios y requiere una dosis
de LT4 de 2.6 mcg/kg/dia. La madre de este paciente, también portadora de esta variante, presenta

un hipotiroidismo subclinico.

En la Tabla 60 se representa, de forma resumida, el fenotipo y el genotipo de todos los pacientes

con variantes genéticas, asi como los resultados en el estudio de cosegregacion familiar.
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TSH ’ . Estado Patogenicidad S Lo
P conf FT4 conf | Tgconf Gammagrafia/Eco F Perclorato Gen Nucleétido AA HGMD ACMG Zigosidad Cosegregacion
. c.886C>T p.(Arg296Ter) conocida P Pa
17 375 1.6 0.2 normocaptante PS negativo TG .5386C>T 0.(GIn1796Ter) conocida p HetComp Ma
. c.886C>T p.(Arg296Ter) conocida P Ma
18 352.6 0.4 0.2 hipercaptante ND ND G c1143delC o.(Tyr382ThrfsTer20) conocida P HetComp Pa
TG c.493G>T p.(Glul65Ter) nueva P Het Comp Ma
19 18 1.2 159 hipocaptante PL ND ¢.5041+46C>T v. intrénica nueva VUsS Ma
1YD c.349G>A p.(Asp117Asn) nueva VUS het Pa
TG €.7851C>G p.(Tyr2617Ter) nueva likelyP HetComp Ma
20 75 1 ND normocaptante PS negativo c.8144G>C p.(Cys2715Ser) nueva VUsS Pa
DUOX2 | ¢.1498T>C p.(Phe500Leu) nueva VUS het Pa
21 5.4 1.8 58.6 hipocaptante ND ND G c.6818C>T p.(Thr2273Met) nueva likelyB het ND
c.886C>T p.(Arg296Ter) conocida [ HetComp Pa
22 9.2 1.6 455 normocaptante T ND TG c.6181G>A p.(Gly2061Arg) nueva likelyB Ma
c.7753C>T p.(Arg2585Trp) conocida likelyB Pa
375 . c.886C>T p.(Arg296Ter) conocida [ HetComp
23 1 ND normocaptante PS negativo G .A588C>T o.(Arg1530Ter) conocida p ND
c.1351C>T p.(Argd51Ter) conocida P HetComp
24 75 0.4 35.9 normocaptante ND ND G .3842G>A 0.(Cys1281Tyr) conocida VUS ND
. €.1351C>T p.(Argd51Ter) conocida P HetComp
25 608 0.3 ND hipercaptante ND ND TG 3842G>A b.(Cys1281Tyr) conocida VUS ND
. c.886C>T p.(Arg296Ter) conocida P HetComp Ma
26 | 150 0.5 0.2 hipercaptante ND | ND 6 C.7240G>A p.(Gly2414Arg) nueva VUS Pa
c.886C>T p.(Arg296Ter) conocida P HetComp Ma
27 486 0.4 2.6 normocaptante ND ND TG . 7240G>A 0.(Gly2414Arg) nueva vUS Pa
. TG c.416G>A p.(Trp139Ter) nueva P het
28 | 831 0.9 1073 hipercaptante ND | ND DUOX2 | ¢.3391G>A p.(Ala1131Thr) conocida | VUS het ND
c.5184C>A p.(Cys1728Ter) conocida P HetComp Pa
29 |2 16 22.6 normocaptante PL. | ND G C.6263-9877A>G | v.intrénica nueva VUS Ma
30 550 0.5 0.2 normocaptante ND ND TG ¢.5386C>T p.(GIn1796Ter) conocida P hom Ma/ (Pa ND)
. c.886C>T p.(Arg296Ter) conocida P HetComp Ma
31 518 0.2 ND normocaptante PS negativo G .6262+1delG v.intrénica conocida P Pa
. c.886C>T p.(Arg296Ter) conocida P HetComp Pa
32 |93 0.7 13.6 hipercaptante ND | ND 16 c.5173delC p.(Leul725PhefsTer28) | conocida | P Ma
. c.7813C>T p.(Arg2605Ter) nueva P
33 540 0.5 1230 normocaptante PL negativo G .3804C>T b.(Ser1268=) conocida likelyB HetComp Ma (Pa ND)
34 46.7 1.1 159 normocaptante PL negativo TG c.5767C>T p.(Pro1923Ser) nueva VUS het Pa
. . c.886C>T p.(Arg296Ter) conocida P Ma
35 309 0.3 73.5 hipercaptante PS negativo G €.3790T>G 0.(Cys1264Gly) nueva likelyP HetComp Pa
36 13.5 1.5 65.8 hipocaptante ND ND G c.3749G>T p.(Arg1250Leu) conocida VUS het Ma-h
c.886C>T p.(Arg296Ter) conocida P Ma-h
37 375 0.3 0.2 normocaptante ND ND TG c1333C>T o.(ArgadsTer) nueva P HetComp Pa
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ND/ ¢.5976-1G>A v.intrdnica nueva P
38 | 835 ND 0.2 Bocio ND | ND 6 €.7228G>C p.(Ala2410Pro) nueva VUS HetComp | ND
) €.2578G>A p.(Gly860Arg) conocida VUS Pa
39 266.7 0.2 1066 Hipercaptante ND ND TPO €.2619-1G>C v.intrénica nueva likelyP HetComp Ma
40 686 0.5 300 normocaptante PS déficit total TPO c.2512T>A p.(Cys838Ser) conocida VUS hom ND
. . c.478A>G p.(Asn160Asp) conocida VUS Ma
41 57.8 0.8 ND ND/normal PL déficit parcial TPO c1312CT p.(Arg438Cys) nueva VUS HetComp Pa
TPO €.1943G>A p.(Arg648GIn) conocida VUS hom Pa/Ma
42 750 0.2 3247 normocaptante ND ND PAX8 c.1334C>T p.(Thrd45Met) conocida VUS het Ma
- . c.387delC p.(Asn129LysfsTers80) | conocida likelyP
43 375 ND ND normocaptante PS déficit parcial | TPO 2422delT .(Cys808AlafsTer24) conocida P HetComp ND
e . c.1450G>A p.(Val484Met) nueva VUS Pa
44 445 0.3 300 normocaptante PS déficit parcial TPO C1522T>A p.(Phe508lle) nueva vUS HetComp Ma
45 348.6 0.1 1234 ND/bocio ND ND TPO €.1993C>T p.(Arg665Trp) conocida VUS hom ND
) c.1184_1187dupGCCG | p.(Ala397ProfsTer76) conocida [ Pa
46 474 0.6 2511 Hipercaptante ND ND TPO c.1978C>G p.(GIN660GIU) conocida likelyP HetComp Ma
. ) TPO c.1618C>T p.(Arg540Ter) conocida P het
47 15 1.2 101 Hipocaptante T negativo 6 .886C>T p.(Arg296Ter) conocida P het ND
PP €.2422T>C p.(Cys808Arg) conocida P Ma
48 375 0.3 1500 normocaptante PS déficit total TPO . 2387-67G>A v.intrénica nueva vUS HetComp Pa
e €.24227>C p.(Cys808Arg) conocida P Ma
49 375 0.3 1500 normocaptante PS déficit total TPO . 2387-67G>A v.intrénica nueva VUS HetComp Pa
50 67.7 ND ND no ., negativo DUOX2 | ¢.514-49G>A v.intrénica nueva VUS het ND
captacién/normal
e . €.2895_2898del p.(Phe966SerfsTer29) conocida P Ma
51 295 0.4 ND normocaptante PL déficit parcial | DUOX2 3901C>T p.(GIn1301Ter) nueva P HetComp Pa
52 17.1 1.3 1120 Hipercaptante ND ND DUOX2 | c.2895_2898del p.(Phe966SerfsTer29) conocida P hom Pa/Ma
53 527 0.7 1357 normocaptante PL déficit parcial | DUOX2 | c.2997delT p.(Phe999LeufsTer26) nueva P hom Pa/Ma
DUOX2 | ¢.2654G>T p.(Arg885Leu) conocida VUS HetComp Ma-h
54 23.7 1.2 550 Hipercaptante ND ND €.2654G>A p.(Arg885GIn) conocida VUsS Pa
TG c.4270T>G p.(Phel424Val) nueva VUS het Ma
. c.1588A>T p.(Lys530Ter) conocida P HetComp Ma-h (Pa ND)
55 354 1.5 488 Hipercaptante ND ND DUOX2 €.3329G>A p.(Arg1110GIn) conocida LikelyP
56 50.3 1.5 536 normocaptante T negativo DUOX2 | c.602dupG p.(GIn202ThrfsTer99) conocida P het Pa
. €.24447>C p.(Leu815Pro) nueva VUsS
57 50.9 0.7 1370 Hipercaptante ND ND DUOX2 ¢.2895_2898del p.(Phe966SerfsTer29) conocida P HetComp ND
. c.4405G>A p.(Glul469Lys) conocida VUsS Pa
58 375 0.3 1500 normocaptante PL negativo DUOX2 C.554A>G p.(Tyr185Cys) nueva VUS HetComp Ma
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59 289 0.5 4588 hipercaptante ND ND DUOX2 €.2895_2898del p.(Phe966SerfsTer29) | conocida P hom Pa/Ma

. ¢.1060C>T p.(Arg354Trp) conocida VUS Pa
60 294 0.3 1.2 normocaptante T negativo DUOX2 ¢.2895_2898del o.(PhegG6SerfsTer29) conocida P HetComp Ma
61 375 ND 300 ND/normal PS déficit parcial | PAX8 c.117C>A p.(Ser59Arg) conocida VUS het Pa
62 | 136 12 121 :zr‘;:gltac"’"/ PL | negativo PAXS €.398G>A p.(Arg133Gin) conocida likelyP het Ma
63 42 1.1 ND hipocaptante PS negativo PAX8 ¢.196_198del p.(Tyr66del) nueva likelyP het ND
64 375 0.3 ND normocaptante ND ND PAX8 c.398G>A p.(Arg133Gln) conocida likelyP het Ma
65 5.3 1.4 157 hipocaptante PL déficit parcial | PAX8 c.397C>T p.(Arg133Trp) conocida likelyP het Ma-h

. c.770C>T p.(Thr257lle) nueva VUsS HetComp Pa
66 61.6 13 379 normocaptante PL negativo TSRH ¢.767dup 0.(Asn256LysfsTer6) nueva P Pa
67 33.2 1.1 24 hipocaptante ND ND TSRH c.484C>G p.(Prol62Ala) conocida VUS hom Ma-h/Pa

. c.100G>A p.(Glu34Lys) conocida VUS

68 19.9 1.5 53.7 hipocaptante ND ND TSRH c.1349G>A o.(Arga50His) conocida likelyP HetComp ND
69 100 ND ND ND/hipoplasia ND ND TSRH c.1657G>A p.(Ala553Thr) conocida VUS hom ND
70 42 0.8 516 normocaptante T negativo DUOXA2 | c.738C>G p.(Tyr246Ter) conocida VUS het ND

Tabla 60. Pacientes con variantes genéticas. Valores de TSH expresados en mU/L, valores de FT4 expresados en ng/dL, valores de Tg expresados en ng/mL. F, fentipo en la reevaluacién: T, transitorio;
PS, permanente severo; PL, permanente leve. AA, aminoacido; ND, no disponible; HGMD, The Human Gene Mutation Database; ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics.
Patogenicidad segin ACMG: VUS, variante de significado incierto; P, patogénica; LikelyP, probablemente patogénica; LikelyB, probablemente benigna; het, heterocigosis; HetComp, heterocigosis
compuesta; hom, homocigosis. Cosegregacion: Pa, variante heredada del padre; Ma, variante heredada de la madre; Pa-h, variante heredada del padre y padre con disfuncion tiroidea; Ma-h, variante
heredada de la madre y madre con disfuncion tiroidea. Valores de referencia TSH, FT4 y Tg: ver Anexo 1.
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1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

1.1. SEXO

Hemos analizado las caracteristicas clinicas y el genotipo de una serie de 70 pacientes afectos de

HC con sospecha de DT.

Por lo que se refiere a la distribucion de los pacientes segln sexo, hemos objetivado un ligero

predominio del sexo masculino (58.6% hombres, 41.4% mujeres).

La mayoria de programas de cribado del HC reportan una marcada predominancia del sexo
femenino, con unas ratios hombre:mujer de hasta 2:1%. Si tenemos en cuenta que las disgenesias
tiroideas ocurren con mucha mas frecuencia en mujeres y que esta etiologia produce
aproximadamente el 80% de los casos de HC es de esperar que, de forma global, la prevalencia de

mujeres con HC sea significativamente mas alta’.

En las DT no se evidencia esta predominancia en el sexo femenino. Un ejemplo que ilustra esta
evidencia es que, en la poblacion china, donde la prevalencia de la DT es bastante mas elevada que
en nuestro medio, no existen estas diferencias en la incidencia de HC entre hombres vy

mujeres’’178,

Un estudio neozelandés en el que se analizan 330 pacientes afectos de HC y en el que un 33% de
ellos tienen como etiologia la DT, concluye que no hay diferencias en cuanto al sexo en este grupo,
siendo la ratio mujer:hombre de 0.9:1'7°. Estos resultados se acercan a los nuestros, aunque la

proporcién de hombres en nuestra serie es un poco superior, con una ratio mujer:hombre de 0.7:1.

1.2. EDAD GESTACIONAL Y ANTROPOMETRIA AL NACIMIENTO

En nuestra serie, la mayoria de los pacientes (90%) son recién nacidos a término. Solo hay un 4.3%

de pacientes prematuros y un 5.7 % de pacientes postérmino.

Histdricamente, se ha asociado el HC con una tendencia a la gestacién prolongada®®’. Sin embargo,
como refieren algunos autores, el hipotiroidismo fetal no deberia contribuir a alargar la duracién
de la gestacidon, ya que el feto recibe T4 de la madre por via transplacentaria y, ademas, las

hormonas tiroideas no estan implicadas en la regulacion del parto. Estos mismos autores, analizan
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varios datos perinatales en una serie de 330 pacientes con HC, de los cuales un 27.8% corresponden
a DT segun los resultados de la gammagrafia. Nuestros resultados en cuanto a la proporcién de
pacientes postérmino concuerdan con los suyos, ya que el porcentaje de pacientes postérmino

entre los pacientes con sospecha de DT también es baja (3.2%)"”°.

En referencia a los 3 pacientes prematuros de nuestra serie (P2, P38 y P55), todos ellos son
prematuros tardios (segun clasificacion de la OMS). De éstos, 2 tienen un diagndstico molecular
definitivo: P38 presenta 2 variantes en heterocigosis compuesta en el gen TG y P55 dos variantes
en heterocigosis compuesta en el gen DUOX2. El paciente prematuro sin variantes genéticas (P2),
presenta un HC transitorio con glandula tiroidea de pequefio tamafno. Los autores del estudio

179 encontraron un 15% de pacientes prematuros en el grupo con

mencionado en el anterior parrafo
sospecha de DT. Estos autores no realizaron estudio genético en sus pacientes, basando la sospecha
diagndstica Unicamente en criterios gammagraficos. Concluyen que, los pacientes afectos de DT,
presentan un riesgo mas elevado de nacer de forma prematura que los afectos de disgenesia
tiroidea. Asimismo, contemplan la hipétesis de que los genes causantes de DT pueden tener efectos
pleiotrépicos sobre la duracidn de la gestacidn, hecho que podria relacionarse con la prematuridad
en estos pacientes. Sin embargo, los autores reconocen que la disfuncidn tiroidea también podria
ser debida a la propia prematuridad'’. La baja prevalencia de pacientes prematuros en nuestra

serie (4.3%), donde el diagndstico de DT estd bien fundamentado, apoyaria mas esta ultima

conclusién.

Por lo que se refiere al peso al nacimiento, en nuestra muestra el 95.8% de los pacientes presenta
un peso al nacimiento adecuado para su edad gestacional. Solo un 2.8% son grandes para la edad

gestacional y un 1.4% pequefios para la edad gestacional.

Hay pocos estudios en la literatura que analicen los datos antropométricos neonatales en una
poblacién seleccionada de pacientes con HC y GIS, ya que la mayoria engloban poblaciones con HC

de etiologias diversas.

El estudio neozelandés en el que se incluyeron 93 pacientes con sospecha de DT no confirmada
mediante genética molecular, se aleja de nuestros resultados ya que un 12.9% de sus pacientes

fueron pequefios para la edad gestacional y un 10.7% grandes para la edad gestacional”.

Sin embargo, otro estudio realizado en Iran en el que se comparan 2 cohortes de pacientes, no
encuentra diferencias en el peso al nacimiento entre la poblacion con HC y el grupo control. En este
estudio, los pacientes no disponian de diagnédstico etioldgico, pero un 57.1% de los progenitores

eran consanguineos, hecho que hace pensar que dada la alta frecuencia de herencia recesiva en las
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DT, esta podria ser la causa de su HC en mas de la mitad de ellos'®, de manera que los resultados

de este estudio irani serian parecidos a los que encontramos en nuestra serie.

1.3. ANTECEDENTES FAMILIARES DE HIPOTIROIDISMO

Un total de 29 pacientes (41.4%) presentaron antecedentes familiares de hipotiroidismo.

Estos datos provienen de la anamnesis realizada el dia de la primera visita. En algunos casos, al
realizar la analitica para el estudio de cosegregacion familiar, se constaté una funcién tiroidea

normal.

En nuestra serie, se han incluido un total de 4 parejas de hermanos con HC, 3 de ellas corresponden
a hermanos con variantes genéticas y una, sin variantes, pero con antecedentes de hipotiroidismo

materno.

La madre es el familiar mas frecuentemente afectado en nuestros pacientes, ya que, del total de
los 70 casos, 18 de ellos (25.7%) presentaban antecedentes maternos de hipotiroidismo y solo 2

(2.8%), antecedentes paternos de hipotiroidismo.

De las 18 madres, un total de 10 (55.5%) eran madres de pacientes sin variantes genéticas. La
mayoria de estas madres corresponden a casos de hipotiroidismo gestacional o tiroiditis
autoinmune. Como se discutira mas adelante (apartado 2.1, pagina 167), el paso transplacentario
de anticuerpos maternos puede ser la causa del HC en su descendencia. Ademads, un total de 4
pacientes con antecedentes maternos de hipotiroidismo, también tenian hermanos con
antecedentes de HC transitorio, hecho que apoya esta ulima hipdtesis. Las 8 restantes, eran madres
de pacientes con variantes genéticas. En 2 de ellas se descarté el hipotiroidismo en una analitica
donde presentaban funcion tiroidea dentro de la normalidad. La correlacién del genotipo con el

fenotipo clinico de las otras 6 se discutira en el apartado 2 (pagina 167).

Cabe destacar que, del total de los 45 pacientes con diagndstico molecular definitivo, solo 14
(31.1%) presentan antecedentes familiares de hipotiroidismo. En cambio, de los 16 pacientes sin
variantes, un total de 11 (68.8%) presentan este antecedente. Podriamos pensar que estd relacion
deberia ser a la inversa, pero como veremos en los siguientes apartados, los progenitores de los
pacientes con diagndstico molecular definitivo, aunque sean portadores de las variantes genéticas
encontradas en sus hijos, presentan, en su mayoria, una funcién tiroidea normal. Este hecho se

relaciona con la herencia autosdmica recesiva de las DT. La elevada frecuencia de antecedentes
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familiares (la mayor parte maternos) entre los pacientes sin variantes, puede indicar, como hemos
mencionado anteriormente, el paso de anticuerpos maternos como causa del HC de estos

pacientes.

14. EDAD A LA PRIMERA VISITA

La edad media el dia de la primera visita fue de 17+9.3 dias de vida (minimo 5 dias de vida, maximo
48 dias de vida). Un 68.6% de los pacientes acudieron a la primera visita antes de los 15 dias de

vida.

Los datos que se describen en un estudio realizado en poblacidn francesa con pacientes con HC y
gldndula en situacion eutdpica son muy similares a los nuestros, siendo la edad media a la primera

visita de 18.2 + 13 dias de vida®.

La trascendencia de efectuar la visita clinica de confirmacién del HC en el Centro de Referencia a
una edad temprana radica en la necesidad de iniciar el tratamiento sustitutivo con LT4 lo antes
posible, una vez que se ha confirmado el diagndstico de HC. Las guias para el diagndstico y
tratamiento del HC de la ESPE y de la AAP recomiendan no demorar el inicio del tratamiento
sustitutivo mas alld de las dos semanas de vida, ya que esta seria la edad limite para obtener

resultados éptimos en el desarrollo neurocognitivo del paciente?3°

. En nuestra serie, una
proporcién significativa de los pacientes (68.6%) cumplen con esta condicién. El resto, acudieron

mas tarde de las 2 semanas de vida por distintos motivos.

El protocolo del programa de cribado de HC en Cataluiia establece que en todo paciente con una
TSH de entre 10 y 20 mU/L se requiere la obtencion de una segunda muestra para efectuar la
confirmacién de los niveles de TSH, y asi decidir si es preciso derivarlo al Centro de Referencia. En
nuestra cohorte, el principal motivo por que cual se retraso la edad media de la primera visita fue

gue muchos pacientes precisaron la obtencién de una segunda muestra.

Un estudio escocés en el que se analizaron estrategias para reducir la edad de la notificacién
después de las muestras de cribado, demostré que un 31.9% de los pacientes fueron sometidos a
una segunda prueba para la confirmacion del resultado. En un 8.8% de los pacientes esta segunda
muestra fue tomada con mas de 26 dias de vida'®. Otro estudio realizado en poblacién
neozelandesa en el que se revisan datos del protocolo de cribado del HC en un periodo de 2 afios,
refiere que la edad a la primera visita es de 9 dias de media (5-14) para los neonatos con TSH de

cribado > 30 mU/L y de 20 dias (9-52) para los que precisan el andlisis de una segunda muestra®®,
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Estos datos apoyan nuestros resultados, ya que se demuestra que la necesidad de la obtencién de

una segunda muestra retrasa la edad a la que el paciente es remitido al Centro de Referencia.

En nuestra serie, algunos de los pacientes acudieron mas tarde de lo previsto a la primera visita
porque precisaron ingreso hospitalario en el periodo neonatal por problemas médicos diversos,

como sepsis o problemas respiratorios.

1.5. NIVELES DE TSH EN EL CRIBADO NEONATAL Y VALORES
HORMONALES CONFIRMATORIOS

Los valores de TSH en el cribado neonatal en los pacientes de nuestro estudio son los siguientes:

mediana de 61.7 mU/L, con un valor minimo de 10.1 mU/Ly un valor maximo de 381 mU/L.

En nuestro estudio, hemos incluido 5 pacientes que presentaron valores de TSH alterados en el
cribado neonatal y que, en la determinacién hormonal realizada el dia de la primera visita en el
Centro de Referencia, no se confirmdé una elevacion de TSH por encima de 10 mU/L, es decir,
pacientes falsos positivos. Esto corresponde a un 7.1%, respecto al total de la serie. Estos pacientes
presentaron unos niveles de TSH en el cribado de entre 19 mU/L y 30.6 mU/L. Hay que destacar
gue uno de estos pacientes presenta un hipotiroidismo permanente en la reevaluacion diagndstica,

las caracteristicas del cual se discutiran en el apartado 5 (pdgina 195).

Un trabajo que analizé el valor predictivo de los niveles de TSH en el cribado neonatal en una
poblacion canadiense de 541 neonatos con un cribado positivo (TSH > 17 mU/L mas tarde de las 24
horas de vida) detectd un 76.1% de falsos positivos entre aquellos que presentaban niveles de TSH
de cribado de entre 17 y 19.9 mU/L y un 61.2% de falsos positivos entre aquellos cuyos niveles de
TSH estaban en el intervalo de 20-29.9 mU/L. Estos autores calculan un valor predictivo positivo del
30% para aquellos pacientes con niveles de TSH de cribado de 17-29.9 mU/L. El porcentaje de
falsos positivos para intervalos de TSH de cribado similares es mucho menor en nuestro trabajo ya
gue, de los 24 pacientes con unos valores de TSH de cribado de entre 10-31 mU/L, solo 5 son falsos
positivos, es decir, un 20.8%. Esta comparaciéon debe tomarse con cautela ya que el tamafo
muestral del trabajo canadiense es mucho mayor y las muestras de cribado se toman en tiempos
diferentes (la mayoria antes de las 30 horas de vida en la serie canadiense vs a partir de las 48 horas

de vida en nuestra serie).
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Los niveles hormonales confirmatorios en el momento del diagndstico de nuestra serie, expresados
en mediana (rango intercuartilico), son los siguientes: TSH de 95.7 mU/L (26.8-375), FT4 de 0.9
ng/dL (0.4-1.3) y Tg de 182 ng/mL (53.7-550).

En un estudio realizado en poblacién francesa en el que se incluyeron 92 pacientes con HC con
glandula en situacidn eutdpica, los valores de la mediana (p25-p75) de la TSH y la FT4 en el
momento de la confirmacion diagndstica fueron de 69 muUI/L (35-230) y 0.99 ng/dL (0.56-1.21),
respectivamente’®. Los niveles de FT4 son muy similares a los de nuestra serie y los de TSH

ligeramente inferiores.

Si comparamos los niveles hormonales de nuestro trabajo con los de un grupo de 20 pacientes con
sospecha de DT procedentes del programa de cribado escocés, la TSH es también similar a la
nuestra (mediana 100 mU/L, rango 18-250) pero la FT4 es significativamente mas baja (mediana de
0.64 ng/dL, rango de 0.27-1.21)%, Los niveles de Tg de los pacientes de este Ultimo trabajo son mas
elevados que los de nuestra serie (mediana 997 ng/mL, rango 17-4995, excluidos pacientes con Tg
<2, frente a los 182 ng/mL, rango 53.7-550 de nuestra serie), aunque los niveles maximos
encontrados en ambos estudios son muy similares. Estas diferencias entre los niveles de FT4 y de
Tg de nuestro trabajo y el escocés pueden ser debidas al tamafio muestral (70 vs 20) y/o al grado

de severidad del hipotiroidismo.

Cabe destacar que hemos detectado niveles significativamente elevados de Tg en algunos de
nuestros pacientes. Los valores normales de Tg en nifios sanos de entre 4 y 30 dias no deberian
exceder los 115-250 ng/mLY%17  En nuestra serie, 17 pacientes presentan niveles de méas de 500
ng/mLy, de estos, 14 de mas de 1000 ng/mL (maximo 4588 ng/mL). Estos valores excesivamente
altos de Tg también se han descrito en otras series'®/1818 Un estudio realizado en Holanda en
pacientes con HC, detectd niveles de Tg de 300-2100 ng/mL en neonatos con sospecha de defectos
en la biosintesis de las hormonas tiroideas. Ademds, encontraron niveles de Tg de 800-2060 mg/mL
en pacientes con un diagndstico confirmado de defectos de organificacion del yodo en la
reevaluacién diagndstica. En este estudio, del afio 1983, los autores sugieren que estos valores
podrian ser debidos a que la Tg con bajos grados de yodacién abandonaria el tirocito con mds
facilidad, apoyada por el efecto que ejerce la TSH, elevada en todos los casos, sobre su secrecién®’.
Uno de los mecanismos que podrian contribuir a la elevacién de la Tg en sangre en estos pacientes
seria producto del incremento de funcién de la megalina, una proteina que actta bajo el estimulo
directo de la TSH transportando Tg desde la membrana apical hasta la basolateral evitando su paso
por los lisosomas, un proceso conocido como transcitosis. Esta transcitosis de la Tg mediada por la

megalina tiene una actividad muy baja en condiciones normales, pero bajo estimulos intensos de
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la TSH, aumenta de manera exponencial su expresidn en los tirocitos, aumentando asi el paso de

Tg al torrente sanguineo®%148,

Un 73.2% de nuestros pacientes con TSH confirmatoria por encima de 50 mU/L tiene cifras de FT4
inferiores a 0.8 ng/dL. En cambio, todos los pacientes con niveles de TSH inferiores a este umbral,
presentan cifras de FT4 superiores a 0.8 ng/dL. Por lo tanto, se constata el hecho de que los
pacientes que tienen niveles de TSH confirmatoria superiores a 50 mU/L son los que presentan un
grado mas severo de hipotiroidismo. Como las cifras de TSH de cribado y las confirmatorias tienen
una correlacién fuertemente positiva (0.71), podriamos extender esta premisa a que cifras de TSH
superiores a 50 mU/L en el cribado del HC orientan hacia una mayor severidad en la alteracién de
la funcién tiroidea. Un estudio realizado en poblacién escocesa en el que se analiza esta relacién de
valores hormonales, llega a unas conclusiones similares a las nuestras. Estos autores refieren que
cifras de TSH de cribado superiores a 40 mU/L predicen valores de FT4 inferiores a 1 ng/dL con una
sensibilidad del 90.3% y que los pacientes con niveles de TSH inferiores a este limite tienen solo un

10% de probabilidades de presentar valores de FT4 inferiores a 1 ng/dL®.

1.6. GAMMAGRAFIA °™Tc Y ECOGRAFIA TIROIDEAS

En nuestra serie, al 90% de los pacientes se les efectué una gammagrafia tiroidea con ®™Tc el dia
de la primera visita en el Centro de Referencia al que son remitidos para la confirmacidn
diagndstica. En el 10% restante esta prueba no se pudo realizar porqué los pacientes ya habian
iniciado el tratamiento sustitutivo. En estos pacientes, dada la posibilidad de falsa ausencia de
captacién en la gammagrafia, se realiz6 una ecografia tiroidea, en la que se confirmé una glandula
en situacidn eutdpica. Los resultados de la gammagrafia se clasificaron segun el grado de captacion
isotopica y no segun el tamafo glandular, ya que para medir el tamafio del tiroides y poder
catalogarlos de bocio o hipoplasia tiroidea deberiamos basarnos en la ecografia, al ser la prueba
que tiene un mayor rendimiento para calcular el volumen glandular®®®, Esto se confirma en
nuestro estudio, ya que, en 6 de los 14 pacientes con captacion disminuida en la gammagrafia, se
objetiva una glandula normosituada y de tamafio normal en la ecografia y solo en uno de ellos se

diagnostica una verdadera hipoplasia tiroidea.

Casi la mitad de los pacientes de nuestra serie, un 47.1%, presenta una glandula tiroidea con
captacién normal de radioisétopo en la gammagrafia. Un 20% presenta disminucién de la captacion

y solo un 18.6% una glandula con aumento de captacion. Si tenemos en cuenta que, de forma
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global, las causas mas frecuentes de DT son las que no implican defectos en la captacién del yodo,
seria de esperar que la mayoria de los pacientes tuvieran glandulas hipercaptantes. En referencia a
esto Ultimo, un estudio que tuvo como objeto analizar las discordancias existentes entre la
ecografia y la gammagrafia tiroideas en pacientes con HC define como casos de DT solo a los
pacientes que presentan un aumento de captacién glandular®®®. Un estudio realizado en la India,
encuentra que del total de 19 pacientes con HC y gldndula eutdpica, el 100% tienen una glandula
hipercaptante!®2. Sin embargo, la Unica informacién que nos debe dar una hipercaptacién en la
gammagrafia es que muy probablemente el defecto se localice en uno de los puntos de la cascada
de la biosintesis de las hormonas tiroideas mas alld de la captacién del yodo, ya sea a nivel de
sintesis de Tg, organificacidn o reciclaje del yodo. Los defectos de la accidon de la TSH sobre su
receptor, ya sea por mutaciones inativadoras del TSHR o por anticuerpos maternos bloqueantes,
dan lugar a una baja captacién, asi como los defectos en la captacidon del yodo por mutaciones en
NIS, que pueden simular incluso una agenesia tiroidea por ausencia total de captacion®2. Por lo
tanto, un patréon gammagrafico sin hipercaptacién no debe hacernos descartar una posible DT. De
hecho, un estudio realizado en Israel en el que se incluyeron 84 pacientes con glandula en situacion
eutdpica detecté que un 35.7% de estos presentaban aumento de captacidn en la gammagrafia y
que, el resto (64.3%), eran normo o hipocaptantes. El objetivo principal de este estudio era analizar
los factores predictivos para orientar hacia formas transitorias o permanentes. De los pacientes con
GIS, solo un 20% resultaron transitorios, por lo que probablemente la mayoria de los casos normo
e hipocaptantes correspondian a DT. Ademas, los autores concluyen que la utilidad actual de la
gammagrafia en los pacientes con GIS estd en entredicho ya que no encuentran relacién entre los
diferentes patrones de captacion y la evolucién del HC'®3. La distribucién de los pacientes segun el
grado de captacion gammagrafica de este estudio es bastante similar a la de nuestra serie, ambas
con una clara predominancia de glandulas normo e hipocaptantes. Aun asi, cabe resaltar que, en
nuestra serie, el nUmero de pacientes con glandula tiroidea hipercaptante es practicamente el

mismo que el de pacientes con patrén hipocaptante.

En un total de 3 pacientes se objetiva una ausencia total de captacion gammagréfica con una
ecografia que demuestra una glandula eutdpica de tamafio normal. Ninguno de ellos habia iniciado
tratamiento sustitutivo. Los niveles de TSH y los dias de vida cuando se realizé la gammagrafia son
los siguientes: 234 mU/L (13 dias), 67.7 mU/L (40 dias) y 13.6 mU/L (18 dias). Se ha demostrado que
pacientes con niveles no suprimidos de TSH pueden presentar ausencia de captacidn, asi como
pacientes con niveles de TSH suprimida pueden captar radioistopo de manera normal®®. Estos 3

pacientes corresponden a un paciente sin variantes genéticas y 2 pacientes con variantes en
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heterocigosis simple en DUOX2 y PAX8. Las posibles causas de esta ausencia de captacion se

discutiran en los apartados 2.1, 2.4 y 2.5 (paginas 167, 181 y 185 respectivamente).

1.7. RELACION ENTRE LA EVOLUCION CLINICA DE LOS PACIENTES Y
EL RESULTADO DE LA GAMMAGRAFIA TIROIDEA AL DIAGNOSTICO

En referencia a la relacion entre los niveles hormonales confirmatorios y el resultado de Ia
gammagrafia tiroidea, hemos encontrado correlaciones significativas entre el grado de gravedad

del hipotiroidismo y los distintos patrones de captacion gammagraficos.

Un estudio australiano en el que se analiza la relacion entre los niveles de TSH y los resultados
gammagraficos también encuentra que, teniendo en cuenta los grupos que nosotros analizamos,
los niveles de TSH mas elevados se obtienen en los pacientes con glandulas hipercaptantes y
normocaptantes y los mds bajos en las hipocaptantes. Estos resultados concuerdan con los
nuestros, aunque en su estudio las diferencias entre estos 3 grupos no son estadisticamente
significativas. Estos autores solo concluyen que existen diferencias significativas en los niveles de
TSH entre el grupo normocaptante y los grupos ectdpicos y con ausencia de captacidn, siendo mas
elevados en estos 2 Gltimos™®. Por lo que se refiere a la FT4, lo que cabe destacar de nuestros
resultados es que sus niveles son significativamente mas elevados en el grupo hipocaptante que en

los otros dos.

Presumiblemente, los grupos normocaptante e hipercaptante presenten niveles mas altos de TSH
porque el grado de severidad del hipotiroidismo por lo que se refiere a la FT4 es mayor, es decir, a
menor FT4 mas elevacién de TSH, como es de esperar. Asimismo, en los pacientes con glandulas

hipocaptantes seria todo lo contrario, menor elevacién de TSH por menor afectacién en la FT4.

De nuestro estudio se puede concluir que, en general, los pacientes con un grado mas severo de
hipotiroidismo en el momento del diagndstico son los que presentan glandulas hipercaptantes y
normocaptantes, y los que presentan un grado leve de disfuncién tiroidea son los que tienen

glandulas hipocaptantes.

No hay trabajos en la literatura en los que se haya realizado este estudio, por lo que no podemos

comparar nuestros resultados con los de otros autores.

Es probable que esta asociacién sea debida a que, los pacientes con glandulas hipocaptantes
presenten un hipotiroidismo mas leve porque su etiologia no provoca un grado de disfuncién

tiroidea tan severa. Las causas de HC que van acompafiadas de glandula normosituada con baja
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captacidn son, entre otras, la presencia de anticuerpos bloqueantes maternos (TBAb). Si tenemos
en cuenta que el 50% de nuestros pacientes con glandula hipocaptante tiene antecedentes
maternos de hipotiroidismo, ya sea instaurado o subclinico, es probable que se trate de pacientes
con un grado leve de hipotiroidismo y que, ademas, éste acabe siendo transitorio. La presencia de
antecedentes maternos en el grupo hiper y normocaptante es bastante menor, de 15.3% vy 18.1%

respectivamente, hecho que apoya la anterior hipoétesis.

Por otro lado, la severidad de los pacientes con glandula hipercaptante también radica
probablemente en la causa subyacente. Las causas de un HC con GIS hipercaptante corresponden,
fundamentalmente, a defectos en la biosintesis de las hormonas tiroideas situados en un nivel mas
alla de la captacién del yodo, etiologia que causara con alta probabilidad un hipotiroidismo severo
en el momento del diagndstico. Es de esperar que los pacientes con glandula normocaptante, con
un grado de severidad similar a los anteriores, sean también pacientes afectos de defectos

genéticos.

Como ya se ha mencionado anteriormente, hay autores que estiman que la utilidad actual de la
gammagrafia en los pacientes con GIS es dudosa, ya que no encuentran relacidn entre los diferentes
patrones y la evolucién del HC'3. En nuesto estudio hemos encontrado diferencias significativas en
el patrén gammagrafico segun la presencia de variantes genéticas, aunque estas diferencias no se
dan dentro del grupo normocaptante, ya que su frecuencia es muy similar en los 3 grupos de
pacientes: un 55% de los pacientes con diagndstico molecular definitivo, un 44.5% del grupo con
variantes en heterocigosis y el 50% del grupo sin variantes, presentaron este patrén gammagrafico.
Ademas, un 77.3% de los pacientes con hipotiroidismo permanente presentaron un patrén
glandular normocaptante, pero en el grupo con hipotiroidismo transitorio, mas de la mitad de los
pacientes (53.3%) también presentaba este patrén. Cabe destacar, que los genes afectados con una
frecuencia mas alta en este tipo de patrén (normocaptante) fueron TGy TPO (64.7% y 75% de los
pacientes respectivamente), que son, ademas, los que presentan el fenotipo clinico mas grave. De
estos resultados, podemos concluir, que la evolucién clinica de los pacientes se relaciona mas con
el defecto genético subyacente, que no con el patrén glandular al diagndstico. Por lo tanto, nuestros
resultados apoyan la hipdtesis de que la relacidon entre los distintos patrones glandulares y la

evolucion del HC es dudosa.
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1.8. TRATAMIENTO SUSTITUTIVO AL DIAGNOSTICO

La dosis media de LT4 de los pacientes de nuestra serie tras ser diagnosticados es de 9.1+2.2

mcg/kg/dia.

La AAPy la ESPE recomiendan una dosis inicial de LT4 de 10-15 mcg/kg/dia, ajustando la dosis seguin

el grado de severidad del hipotiroidismo?33°,

En un estudio realizado en Turquia con una muestra de pacientes con unas caracteristicas bastante
similares a nuestra poblacién, se administra una dosis inicial de LT4 un poco mas elevada que la
nuestra (10.9£2.9 mcg/kg/dia). Sin embargo, los autores concluyen que una proporcién importante
de sus pacientes recibieron un exceso de dosis: un 61.5% de los que iniciaron LT4 a dosis de 12-17
mcg/kg/dia y un 25% de los que recibieron dosis de 6-9.9 mcg/kg/dia. Ninguno de sus pacientes

recibid una dosis inicial insuficiente®®>.

Son varios los estudios que reportan resultados similares a este ultimo y que sostienen que las dosis

recomendadas en la actualidad son, probablemente, demasiado elevadas.

En un estudio en el que se incluyeron 104 pacientes con HC se demostrd que un 57.1% de los nifios
con dosis iniciales de mas de 12.5 mcg/kg/dia requerian ajuste de dosis por sobredosificacidn. En
cambio, solo el 15.9% de los pacientes con una dosis inicial menor de 12.5 mcg/kg/dia precisaba
aumentar la dosis. Ademads, concluyeron que los pacientes que alcanzan el estado de
hipertiroidismo tardan mas en normalizar sus niveles de TSH comparado con los que no requieren
ajuste de dosis y los que precisan incrementarla’”. Otros autores que estudiaron el efecto del
tratamiento sustitutivo al cabo de un mes de su inicio, encontraron unas tasas de sobretratamiento
del 37.5% con dosis de 6-9.9 mcg/kg/dia, del 55% con 10-11.9 mcg/kg/dia y del 75% con 12-15
mcg/kg/dia. En este estudio se sugieren dosis iniciales de 10-11.9 mcg/kg/dia si la TSH es mayor a

100 mU/Ly de 8-10 mcg/kg/dia si es inferior a 100 mU/L%,

Ademas, no solo el inicio tardio del tratamiento y la infradosifiacion pueden provocar problemas
neurocognitivos a largo plazo. Se ha demostrado que un exceso de dosis puede conllevar también
a un mal prondstico neurocognitivo. Un estudio realizado en Canadd en el que se valoraba la
inteligencia y las habilidades neurocognitivas de pacientes con HC cuando llegaban a los 7-8 afios,
demostré que dosis iniciales de LT4 superiores a 10 mcg/kg/dia provocaban problemas de
comportamiento asociados a ansiedad, hiperactividad y aislamiento social. Estos autores sugieren
gue una dosis inicial de 7.5-10 mcg/kg/dia es suficiente para mejorar el prondstico intelectual de

estos pacientes y evitar problemas de conducta’®. Otros autores han demostrado que dosis iniciales
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en el limite alto del rango recomendado en la actualidad dan lugar a un coeficiente intelectual a los

14 afios de edad inferior al de controles sanos de igual sexo y estatus socioeconémico®¥.

La dosis inicial de LT4 de nuestros pacientes esta un poco por debajo del limite inferior de las dosis
recomendadas en la actualidad. Aunque el objetivo de nuestro estudio no es el de analizar el
prondstico neurocognitivo de los pacientes ni la necesidad de ajustar el tratamiento, esta dosis

inicial parece bastante adecuada segun los estudios reportados y nuestra experiencia clinica.

2. RELACION FENOTIPO-GENOTIPO

2.1. PACIENTES SIN VARIANTES GENETICAS

Un total de 16 de los 70 pacientes (22.9%) de nuestra serie no son portadores de ninguna variante

genética.

De estos 16 pacientes sin variantes genéticas, 12 han sido reevaluados. Un 83.4% de estos

presentan un HC de caracter transitorio.

La etiologia del HC transitorio es variada, siendo las principales causas la deficiencia o exceso de
yodo, el hipotiroidismo materno autoinmune, el tratamiento materno con fdrmacos antitiroideos y

algunas DT (por variantes en el gen DUOX2)%,

En nuestra serie, deberiamos valorar principalmente el déficit de yodo y la enfermedad autoinmune
materna, ya que no se ha incluido ningun paciente que presente el antecedente de madre tratada
con farmacos antitiroideos y el estudio genético ha descartado variantes en los principales genes
causantes de DT. En nuestro hospital, hace mucho tiempo que no se utilizan compuestos yodados
para realizar las curas del cordén umbilical, pero todavia se siguen utilizando en las cesdreas, por lo
gue no podriamos descartar con seguridad el exceso de yodo como factor etioldgico en estos nifios,

aunque solo 4 de los pacientes de este grupo (P1, P9, P11 y P13) nacieron por cesarea.

Por lo que se refiere al HC por hipotiroidismo autoinmune materno, los TBAb juegan un papel
importante, ya que pueden contribuir a la severidad del hipotiroidismo inhibiendo la proliferacién
celular y la hormonogénesis TSH-dependiente!®. Aunque como causa de HC la incidencia de esta
entidad etioldgica es baja, la presencia de estos anticuerpos en el hipotiroidismo autoinmune no lo

es tanto. En un estudio publicado por Feingold et al., en el que se estudia la prevalencia de TBAb
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en 87 nifos y adolescentes afectos de tiroiditis linfocitaria crdnica, se encuentra que un 9.2% de
estos pacientes presenta estos anticuerpos, siendo mas frecuentes (17.8%) entre los casos con
hipotiroidismo severo (TSH = 20 mU/L). Estos autores refieren que, ademas, cuando estos
anticuerpos se encuentran en elevadas concentraciones, tienden a persistir en el tiempo, hecho
gue nos permitiria identificar a chicas adolescentes en riego de tener descendencia con HC en un

futuro?®.

En el grupo de pacientes sin variantes genéticas, 6 de los que presentan un HC transitorio, tienen
antecedentes maternos de hipotiroidismo. En 4 de ellos se analizaron TPOAb y TgAb, siendo el
resultado negativo. Debemos remarcar que, a pesar del caracter transitorio de estos pacientes, en
3 deellos el grado de severidad del hipotiroidismo al diagndstico era grave (FT4 0.2-0.4 ng/dLy TSH
150-500 mU/L). Ademas, en 2 de estos pacientes la gammagrafia inicial resulté patoldgica: ausencia
total de captacion en uno y glandula hipocaptante con hipoplasia tiroidea en la ecografia en el otro.
La hermana del paciente con ausencia de captacion gammagrafica presenta un grado menos severo

de hipotiroidismo (FT4 1 ng/dL, TSH 129 mU/L), pero su gammagrafia muestra una hipocaptacion.

Estos resultados guardan una similitud muy significativa con algunos estudios publicados en la
literatura de pacientes afectos de HC transitorio por TBAb%2%!, Los otros 2 pacientes con

antecedentes de hipotiroidismo materno presentaban un grado mas leve de hipotiroidismo.

En el estudio de Brown et al., se detallan las caracteristicas de 11 neonatos con HC transitorio por
TBAb maternos. Estos nifios presentaban unos niveles de T4 total muy bajos, de 3.4-11.5 mcg/dL, y
de TSH superiores a 200 mU/L. En los 4 pacientes con el grado de hipotiroidismo mas severo la
gammagrafia mostrd ausencia total de captacién. Estos pacientes son los que presentaban una
actividad inhibitoria de la TSH mas potente. Los autores concluyen también que los TPOAb, aunque
resultaron positivos en todas las madres, no son utiles para predecir el desarrollo de hipotiroidismo
en la descendencia y que son los TBAb los que se deberian estudiar en casos de neonatos con HC
hijos de madres hipotiroideas, especialmente si ya han tenido descendencia afecta con

anterioridad?3.

En otro estudio publicado por Evans et al., se describia una serie de 7 casos con HC transitorio por
TBAb. Los niveles de TSH y FT4 al diagndstico eran de 21 a 752 mU/L y de 0.1 a 2 ng/dL,
respectivamente. En 2 pacientes encontraron ausencia total de captacidn en la gammagrafia
diagndstica y en 3 de ellos una gldndula hipopldsica en la ecografia. Estas anomalias radiograficas

también estaban presentes en los pacientes con mayor grado de disfuncidn tiroidea’®.
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Aungue la incidencia de HC por TBAb reportada por estos autores es baja (2% segun Brown et al.;
1.6% segun Evans et al.), nuestros pacientes con antecedentes maternos de hipotiroidismo,
afectacién severa de la funcidn tiroidea y sin variantes genéticas en el estudio molecular, podrian

presentar, muy probablemente, un HC transitorio debido a la presencia de TBADb.

En ninguno de los pacientes en los que se estudiaron TPOAb y TgAb se obtuvieron resultados
positivos. En nuestro centro, los TBAb no se realizan de manera rutinaria en la prdctica clinica, ya
gue estos anticuerpos presentan una importante heterogeneidad funcional y para medir si su
efecto es inhibidor o estimulante se deberian realizar estudios bioldgicos (bioensayos) para

cuantificar su actividad?2.

Los 5 pacientes sin antecedentes de hipotiroidismo materno presentaban un grado de
hipotiroidismo leve al diagndstico (FT4 0.9-1.8 ng/dL y TSH 6-111 mU/L). En 2 de ellos, la
gammagrafia mostré una glandula hipocaptante. Este hallazgo gammagrafico en estos pacientes
podria corresponder también a un HC mediado por TBAb, ya que se han descrito algunos casos de
madres que desconocian que estaban afectas de hipotiroidismo antes de tener un hijo afecto de
HC%?, El exceso de yodo, aunque poco probable, también deberia incluirse como causa del patrén
hipocaptante en estos casos'®. Aunque el estudio molecular ha resultado negativo en estos
pacientes, no podriamos excluir una resistencia a la TSH, ya que en la literatura existen diversos
casos de pacientes con distintos grados de hipotiroidismo y hipoplasia glandular con resistencia a
la TSH en los que no se han encontrado mutaciones en el gen TSHR?®™2%, Los autores de estos
trabajos concluyen que se deben tener en cuenta otros mecanismos que pueden influir en la
resistencia a la TSH, como la reduccién de la expresion del gen a causa de posibles defectos en
alguno de sus factores reguladores. El factor de transcripcién TTF-1, que no se ha estudiado en
estos pacientes dada la buena evolucion de la enfermedad, podria ser uno de ellos. Otra posibilidad
a considerar son los defectos en moléculas que participan en la via de sefializacién y que podrian
influir en la produccién de cAMP en la célula tiroidea?®. En referencia a esto ultimo, la via
Gg/fosfolipasa C-B regula la sintesis hormonal estimulando el eflujo apical y la organificacion del
yodo, mediante la activacién de DUOX2. Los autores de este articulo de revisidn, creen que
mutaciones en TSHR que alteren el equilibrio entre las proteinas Gs y Gq podrian anular la sefial de
la via Gq y de esta manera, producir un déficit parcial en la organificacidon del yodo. Concluyen que
TSHR se deberia considerar gen candidato en alteraciones en la organificacion del yodo
inexplicables!?. Este hecho podria explicar el déficit parcial de la organificacién del yodo que hemos

encontrado en 3 de estos pacientes, uno de ellos con HC permanente (paciente P8).
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En los 2 pacientes con diagndstico de HC permanente (P8 y P10), se podria plantear realizar una

nueva reevaluacién, ya que las dosis de LT4 que precisan en la actualidad son bajas para su edad.

Por lo que se refiere a los 4 pacientes sin variantes no reevaluados, 2 requieren unas dosis de LT4
gue, segln nuestros resultados, son sugestivas de HC permanente (P4 y P11). En estos dos ultimos
pacientes, si se confirma un HC permanente, se deberia valorar el estudio del panel ampliado de
DT o bien plantear el estudio del exoma completo para identificar otros genes que puedan estar
implicados en el fenotipo. El otro paciente, que presentd una gammagrafia hipocaptante y
antecedentes maternos de hipotiroidismo, requiere unas dosis sugestivas de HC transitorio. La
gammagrafia y la evolucion de este ultimo caso nos hacen pensar en un HC por anticuerpos

maternos. El otro paciente perdié el seguimiento clinico.

Debemos recordar que, en este estudio, las variantes a las que nos referimos son aquellas con una
frecuencia inferior al 1% en la poblacion control y con posible patogenicidad o VUS. En los siguientes

apartados se discuten los resultados de los pacientes con variantes, segun el gen afecto.

2.2. PACIENTES CON VARIANTES EN TG

Un 32.8 % del total de los pacientes de nuestra serie presentan variantes en el gen TG, siendo este
el gen mas frecuentemente afectado en nuestros pacientes. En un estudio realizado por Nicholas
et al. donde se incluyeron 49 pacientes con HC y GIS, la frecuencia de variantes en TG fue todavia
mas elevada, ya que un 55% de los casos presentaba variantes en este gen?. Un estudio realizado
en Japdn, donde se estudiaron pacientes con HC y cifras de Tg bajas, detectd variantes en este gen

en el 68.4% de ellos??.

Hemos detectado 28 variantes distintas en este gen, de las cuales 16 son nuevas (57.1%), es decir,

no han sido previamente descritas en la literatura.

La variante mas frecuente en el gen TG en nuestra serie es la c.886C>T, p.(Arg296Ter), detectada
en 11 pacientes. Estos datos coinciden con los de la literatura, donde se considera también la
mutacion mas frecuentemente reportada en este gen y es, ademas, una de las mas frecuentes en
la poblacidon caucésica?®®’, Esta variante se localiza en el exdn 7 y genera una proteina truncada
gue ha perdido el dominio hormogénico carboxi-terminal, lo que conlleva una pérdida de capacidad
para formar hormona. Ademas, esta proteina truncada tiene una capacidad reducida de ser
exportada del reticulo endoplasmatico. Esto Ultimo es debido a la unién masiva de chaperonas a la

proteina truncada, las cuales se encargan de prevenir la exportaciéon de proteinas mal plegadas.
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Estudios de haplotipos indican que la recurrencia de esta mutacién es debida a que se encuentra
en un punto caliente (hot spot)?®. A diferencia de lo que ocurre con otras variantes en TG, estudios
in vitro han demostrado que no existen mecanismos de splicing alternativo del exén 7 que sean
|208

capaces de eliminar la mutacién p.(Arg296Ter) y de reestablecer el marco de lectura norma

Segun los criterios de la ACMG esta variante se clasifica como patogénica.

De estos 11 pacientes portadores de la variante p.(Arg296Ter), uno de ellos (P47) es heterocigoto
compuesto para esta variante en TG y para una variante en el gen TPO. El resto (n=10) son
heterocigotos compuestos para esta variante y para otras variantes en TG. De estos pacientes, 8
presentan un HC permanente segun los resultados de la reevaluacion o las dosis predictoras. Los

otros 2 pacientes son el P32 y el P22.

El P32, que no esta reevaluado y presenta el genotipo p.(Arg296Ter)/p.(Leul725PhefsTer28), con
cada una de las variantes heredada de un progenitor, requiere unas dosis de LT4 durante su
evolucidn sugestivas de HC transitorio. Sin embargo, p.(Leul725PhefsTer28) estd clasificada
también como patogénica, por lo que ambas variantes en este paciente son patogénicas. Esto
ultimo deberia resultar en una proteina Tg no funcional, por lo que seria de esperar que el HC
tuviera un caracter permanente y no transitorio. Es posible que, en este paciente, exista algin otro
condicionante que desconocemos que compense esta Tg disfuncional, aunque, para confirmar su
fenotipo, deberia efectuarse una reevaluacidn, suspendiendo durante un mes el tratamiento

sustitutivo.

El P22 es portador de 3 variantes distintas en TG: p.(Arg296Ter), p.(Gly2061Arg) y p.(Arg2585Trp).
Dos de estas variantes son heredadas del padre, y una de la madre. La variante p.(Gly2061Arg) es
nueva y se clasifica como probablemente benigna. La variante p.(Arg2585Trp), aunque esta descrita
en pacientes con HC, también se clasifica como probablemente benigna?'®. Cabe destacar que este
paciente presenta unas cifras de Tg elevadas tanto en el momento del diagndstico (455 ng/ml)
como en la reevaluacion (82.5 ng/mL) y que presenta una hipertirotropinemia que requiere
tratamiento sustitutivo a dosis bajas, por lo que es probable que las dos variantes probablemente

benignas jueguen un papel poco significativo en su fenotipo clinico.

El P29 presenta un hipotiroidismo permanente de caracter leve, con unos niveles bajos de Tg al
debut, pero normales en la reevaluacion. Este paciente es portador de la variante p.(Cys1728Ter),
heredada por via paterna, que predice una proteina truncada y esta clasificada como patogénica, y
la variante intrdnica c.6263-9877A>G, heredada por via materna, clasificada como VUSy que, segun

los predictores, podria dar lugar a una nueva posiciéon donadora de splicing generando un cambio
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en la composicidn de la proteina. Aln asi, debemos considerar la posibilidad de que esta variante
intrénica tenga poca repercusion a nivel funcional, hecho que explicaria el fenotipo leve de este

paciente.

El P33 es portador de las variantes p.(Arg2605Ter) y p.(Ser1268=), ambas no descritas previamente
en la literatura. Esta ultima, que es heredada de la madre, es un cambio sinédnimo que no deberia
afectar la composicién de la proteina y segun los criterios de la ACMG es probablemente benigna,
aunque se ha tenido en cuenta por encontrarse en menos del 1% de la poblacion. La primera,
predice el cambio del aminoacido arginina en posicidn 2605 por un coddn de terminacion, dando
lugar a una proteina Tg truncada. Es una posicién muy conservada y se clasifica por la ACMG como
probablemente patogénica. Este paciente presenta un HC grave al diagndstico (FT4 0.5 ng/dL) con
una cifra de Tg muy elevada (1230 ng/mL) y, en la reevaluaciéon, un hipotiroidismo permanente
leve. En este paciente, en el cual la cifra de Tg no es sugestiva de un defecto cuantitativo de esta
proteina, se estd considerando la posibilidad de una herencia oligogénica, por lo que se esta
revisando la implicacién de otros genes, especialmente DUOX1. Este gen podria estar implicado en
el fenotipo clinico de este paciente, ya que, tanto la evolucion del hipotiroidismo, como los niveles
elevados de Tg, hallazgo muy comun en los defectos de la organificacidon del yodo, podrian estar

justificados por una alteracién en la funcién de la proteina DUOX1.

Estos 3 ultimos pacientes que se han descrito (P22, P29 y P33), no presentan unas cifras bajas de
Tg. Esto podria ser debido a que algunas moléculas de Tg andmala logran escapar del reticulo
endoplasmatico hacia el coloide, permitiendo asi la sintesis de pequefias cantidades de hormonas
tiroideas, a través de una molécula de Tg con una actividad bioldgica alterada (defecto cualitativo).
Por ello, aunque es poco frecuente, debemos tener en cuenta que unos niveles séricos normales o
elevados de Tg no excluyen alteraciones de su molécula, ya que mutaciones puntuales o variantes
del mRNA en los procesos translacionales pueden inducir la produccién de proteinas andmalas,

pero que conservan inmunorreactividad?!®,

El P31 es heterocigoto compuesto para las variantes p.(Arg296Ter)/c.6262+1delG, cada una de ellas
heredada de un progenitor. La variante intrdnica ¢.6262+1delG constituye una delecidn de guanina
en el sitio donador de splicing del intréon 35. Esto causa una omision del exén 35 y genera una
proteina con 21 aminoacidos menos. Estudios in vitro con células HEK293 han demostrado que esta
proteina se sintetiza pero no se puede liberar al lumen folicular, quedando retenida en el reticulo

endoplasmatico?'?. Estas dos variantes patogénicas justifican el fenotipo severo de este paciente.
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La variante patogénica p.(GIn1796Ter), que se localiza en el exdn 27, estd presente en 2 de nuestros
pacientes con fenotipo severo y niveles casi indetectables de Tg: P17, heterocigoto compuesto
p.(Arg296Ter)/p.(GIn1796Ter), cada una de las variantes heredada de un progenitor, y P30,
homocigoto p.(GIn1796Ter), la madre del cual es portadora de la variante (padre no estudiado).
Esta mutacion fue descrita por Targovnik et al. en un paciente con HCy bocio. Estos autores refieren
que las consecuencias funcionales de esta mutacidn podrian ser la eliminaciéon de la regién
acetilcolinesterasa y del dominio hormogénico carboxi-terminal?’3, de ahi el fenotipo severo de
estos dos pacientes (P17 presenta, ademas de esta variante, la variante p.(Arg296Ter) que ya

hemos comentado anteriormente).

La variante p.(Arg1530Ter) localizada en el exén 22, presente en el P23, heterocigoto compuesto
p.(Arg296Ter)/p.(Arg1530Ter), predice un coddn de terminacidn que da lugar a una proteina
truncada de 1529 aminodcidos. Sin embargo, varios autores han demostrado que esta mutacion no
esta presente en la mayoria de los transcritos de mRNA de TG, porque a este mRNA le faltan los
171 nucledtidos correspondientes al exdn 22. Esta omisidn del exdn 22 en el pre-mRNA reestablece
el marco de lectura permitiendo llegar al codén de stop normal. Este splicing alternativo también
esta presente en el tejido tiroideo normal, pero representa una proporcién muy pequefa del total
de transcritos de TG. Sin embargo, en el caso de mutaciones nonsense, existe una produccion
preferencial del transcrito pequefio mediante este splicing alternativo. Los autores refieren que las
consecuencias funcionales de la delecion del exdn 22 serian cambios estructurales de la proteina
que alterarian su plegamiento y ensamblaje, reduciendo la capacidad de exportar la proteina fuera
del reticulo endoplasmatico. También hipotetizan que la eliminacidon de exones que contienen
secuencias repetitivas mediante splicing alternativo o erréneo podria dar lugar a una capacidad
alterada de transferir el grupo yodofenoxil al lugar aceptory asi alterar la unién de las yodotirosinas.
Ademads, el exén 22 contiene un residuo tirosinico que podria estar implicado en la

214215 De manera que podemos concluir que la presencia de esta variante junto

hormonogénesis
con la variante p.(Arg296Ter), comentada anteriormente, configuran un fenotipo severo con cifras

muy bajas de Tg en este paciente.

En el P18 se han encontrado las variantes p.(Arg296Ter)/p.(Tyr382ThrfsTer20) en heterocigosis
compuesta, heredadas cada una de ellas de un progenitor. Esta ultima variante predice un codoén
de terminacién prematuro que da lugar a una proteina truncada de solo 381 aminoacidos sin el
dominio hormogénico carboxi-terminal. Caron et al., describieron esta mutacién en un paciente
con HC bociégeno de caracter grave con cifras muy bajas de Tg, el genotipo del cual era

p.(Tyr382ThrfsTer20)/p.(Arg2223His), ambas variantes en el gen TG?!. Esta variante se clasifica
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como patogénica segun los criterios de la ACMG. Nuestro paciente presenta un HC de cardcter
severo con cifras casi indetectables de Tg, por lo que nuestros resultados apoyarian la

patogenicidad de esta variante.

El P26 y el P27 son dos hermanos con las variantes en heterocigosis compuesta p.(Arg296Ter),
heredada por via materna, y p.(Gly2414Arg), heredada por via paterna, esta ultima no descrita
previamente en la literatura. Esta variante missense se clasifica como VUS segun los criterios de la
ACMG y se localiza en el exén 42. Otras variantes missense que, como ésta, se localizan en el domino
acetilcolinesterasa, se han asociado a HC?Y, por lo que es muy probable que esta variante nueva
contribuya al fenotipo severo que presentan estos dos pacientes, aunque seria necesario realizar

estudios funcionales in vitro para determinar su patogenicidad.

El P35, con un fenotipo permanente severo, es portador de las variantes p.(Arg296Ter) vy
p.(Cys1264Gly) en heterocigosis compuesta, cada una de ellas heredada de un progenitor. Esta
ultima variante no ha sido descrita previamente, pero en la misma posicion si se ha descrito la
variante p.(Cys1264Arg) (arginina en lugar de la glicina del paciente P35 en la misma posicién), que
se asocia a HC con problemas de transporte de una Tg que queda retenida en el reticulo
endoplasmatico. Ademads, los autores también demostraron en su trabajo que los defectos de
transporte de Tg generan un incremento en la actividad de la enzima desyodasa 2 (D2) y concluyen
que ésta seria la causa por la que la mayoria de pacientes con defectos en el transporte de la Tg
presentan unos niveles desproporcionadamente altos de FT3 respecto a unos niveles muy bajos de
FT4%'8, Es probable, aunque se deberian realizar estudios funcionales, que la variante
p.(Cys1264Gly) del paciente P35 tenga unos efectos funcionales muy similares a p.(Cys1264Arg), al
estar afectado el mismo aminodcido cisteina en posicidon 1264. Segun los criterios de la ACMG, esta

variante se clasifica como probablemente patogénica.

En el P37 la variante p.(Arg296Ter), heredada de la madre, se encuentra en heterocigosis
compuesta con la variante p.(Arg445Ter), heredada del padre. Esta Ultima variante no estd descrita
previamente en la literatura, se localiza en el exdn 9y, seglin la ACMG, se clasifica como patogénica.
Esta variante nonsense se encuentra en una posicién muy conservada. Estudios en animales han
demostrado que mutaciones nonsense en el exdn 9 producen de manera preferencial, mediante
splicing alternativo, transcritos mas pequefios a los que les falta este exdn, produciendo proteinas
Tg andmalas?'®. Estas dos variantes justificarian el fenotipo permanente (seguin dosis predictora) de
este paciente. La madre del paciente, portadora de la variante p.(Arg296Ter), presentd un

hipotiroidismo gestacional, probablemente no relacionado con la afectacién del gen TG.
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El P24 y el P25 son dos hermanos portadores de las variantes p.(Arg451Ter) y p.(Cys1281Tyr) en
heterocigosis compuesta, ambas ya descritas previamente. La primera, localizada en el exén 9, se
clasifica como patogénicay esta descrita en pacientes con HC severo?®®?2°_ | a3 segunda, una variante
missense que da lugar a un cambio de cisteina por tirosina en el exdn 17, también estd descrita en
pacientes con HC grave??!, aunque se clasifica como VUS segun criterio de la ACMG, probablemente
debido a que no se han realizado aun estudios funcionales in vitro que demuestren la patogenicidad

de esta variante.

El P19 es portador de la variante p.(Glul65Ter) y la variante intrénica c.5041+46C>T, ambas no
descritas previamente en la literatura. Los predictores de splicing consultados predicen que la
variante intrdnica produciria con alta probabilidad la aparicion de una nueva posicion donadora
gue podria modificar la secuencia de la proteina. Este paciente presenta un hipotiroidismo leve al
diagndstico y en la reevaluacion, con unas cifras normales de Tg. Actualmente este paciente tiene
6 afios y precisa unas dosis de LT4 muy bajas, por lo que probablemente se trate de un HC
transitorio. El estudio de cosegregacidon ha demostrado que estas dos variantes son heredadas de
su madre y que, por lo tanto, estan en cis. Este hecho nos confirma que, dada la recesividad de esta
patologia, el genotipo de este paciente es compatible con su fenotipo. Ademas, este paciente
presenta también una variante en el gen /YD, no descrita previamente y clasificada como VUS segun

la ACMG, que no parece influir sobre su fenotipo clinico.

En el P20, las dos variantes p.(Tyr2617Ter) y p.(Cys2715Ser) presentes en heterocigosis compuesta
y ambas no descritas previamente, clasificadas como probablemente patogénica y VUS
respectivamente, si que generan un fenotipo grave en el paciente, con unas cifras muy bajas de Tg
(0.3 ng/mL). Cada una de las variantes se ha heredado de un progenitor. Estas variantes se localizan
en los exones 45 y 47, en el dominio acetilcolinesterasa. Estos exones codifican hélices que estan
involucradas en la homodimerizacién de la proteina, por lo que este mecanismo podria ser
defectuoso en estas variantes y asi, quedar la proteina retenida en el reticulo endoplasmatico?222,

Ademas, en este paciente hemos detectado una variante en heterocigosis en DUOX2, heredada por

via paterna, que podria contribuir en su fenotipo grave.

La variante intrénica ¢.5976-1G>A, afecta a un lugar donador de splicing del exén 33 del transcrito
candnico. Esta variante no esta descrita en la literatura, y los predictores de splicing predicen con
alta probabilidad la desaparicidon de la posicion donadora de splicing del exdn 33, lo que podria
suponer una omision del exén vy, por lo tanto, modificar la secuencia de la proteina resultante.
Aungue serian necesarios estudios adicionales con el RNA del paciente para comprobar si se genera

un RNA alternativo, esta variante esta clasificada como patogénica segun criterios de la ACMG. Esta
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variante se encuentra en el P38, que presenta un fenotipo de HC permanente segln las dosis de
LT4, con unos niveles de Tg de 0.2 ng/mL. Este paciente, ademas, presenta la variante missense
p.(Ala2410Pro) en TG, no descrita previamente, localizada en el exén 41, que podria afectar al

transporte de Tg, ya que se encuentra en la zona del dominio acetilcolinesterasa.

Las mutaciones en el gen TG se heredan de forma autosémica recesiva y los individuos afectos son
homocigotos o heterocigotos compuestos para dichas mutaciones!’2%%217 En nuestra serie, de los
18 pacientes con dos variantes en TG (17 heterocigotos compuestos, 1 homocigoto), se ha realizado
estudio de cosegregracion en 12 de ellos. Hemos podido desmostrar que en 11 de ellos las variantes
son heredadas una de cada progenitor, es decir, estan en trans y justifican el fenotipo del paciente
y solo en uno (P19), ya comentado anteriormente, estan en cis, es decir, las dos se encuentran en

el mismo alelo. En los 6 pacientes restantes no se ha podido realizar el estudio familiar.

En el estudio realizado por Siffo et al., encontraron que 4 familias presentaban mutaciones en un
solo alelo, incluso después de secuenciar todas las regiones exdnicas, promotoras y las zonas
intrénicas adyancentes a los exones del gen TG. En estas 4 familias, estas mutaciones eran del tipo
nonsense, p.(Arg296Ter) en dos de ellas que, como hemos comentado anteriormente, es la que se
encuentra con mayor frecuencia en nuestros pacientes. Los autores refieren que se podria pensar
gue estos pacientes estarian afectos por un mecanismo de haploinsuficiencia en un contexto de
herencia recesiva. Sin embargo, reconocen que probablemente la ausencia de una segunda
mutacion se puede explicar por limitaciones técnicas de secuenciacion directa, que no permite
excluir microdeleciones o mutaciones en regiones reguladoras o intrénicas lejanas. Ademas,
también contemplan la posibilidad de que existan mutaciones adicionales en otros genes, es decir,
que se trate de una herencia oligogénica®'’. En la serie publicada por Nicholas et al., también se
reportaron pacientes con mutaciones monoalélicas en TG, llegando estos autores a la misma

conclusién que los anteriores?%,

Los pacientes con variantes monoalélicas en TG de nuestra serie (P21, P34, P36) presentan un
hipotiroidismo leve al debut con cifras normales de Tg. El P34, que ha sido reevaluado, presenta un
HC permanente leve, pero la dosis de LT4 que precisa a la edad de 7 afios indica que probablemente
se trate de un HC transitorio. Los otros dos pacientes perdieron el seguimiento. El P36 tiene el
antecedente de un hermano con HC transitorio y, su madre, que es portadora de la variante
encontrada en su hijo, presentd un hipotiroidismo gestacional, hecho que nos hace pensar que la
causa del HC de sus dos hijos es el paso de anticuerpos maternos. El P47, que es portador de 2
variantes heterocigotas en dos genes distintos, en TG y en TPO, presenta un HC que no requiere

tratamiento sustitutivo en la actualidad. EI P28, portador de 2 variantes heterocigotas en dos genes
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distintos, en TG y DUOX2, presenta unas cifras significativamente elevadas de Tg al debut (1073
ng/mL) con una disfuncion tiroidea leve. No hemos podido seguir la evolucidén de este paciente,
pero es probable que, por las cifras de Tg al diagndstico, la disfuncién tiroidea que pueda presentar

esté mas relacionada con la variante monoalélica en DUOX2 que no con la variante en TG.

Con esto podemos concluir que, en nuestra serie, no hay ningln paciente en el que podamos
relacionar su fenotipo clinico con mutaciones monoalélicas en TGy que, por lo tanto, nuestros casos

siguen la herencia autosémica recesiva descrita para este gen.

2.3. PACIENTES CON VARIANTES EN TPO

Un 15.7% del total de pacientes de nuestra serie presentan variantes genéticas en TPO. Este gen

es, junto con DUOX2, el mas frecuentemente afectado después del gen TG en nuestros pacientes.

Diversos estudios demuestran que la incidencia de HC por mutaciones en TPO es mds elevada en la
poblacién caucdsica que en otros grupos étnicos. En poblacion holandesa, se ha reportado una
incidencia de HC por TPO de 1:66 000, en la eslovaca, de 1:20 000 y en la japonesa, en cambio, de
1:177 000%2%72%5, Un estudio realizado en Portugal en un grupo de pacientes con sospecha de DT

(n=55) detectd la presencia de mutaciones en TPO en el 24% de ellos®*®

y otro realizado en
poblacién de la zona balcanica, en un 46% de los 43 pacientes estudiados??*. Cabe destacar, sin
embargo, que en ambos estudios se excluyeron a los pacientes con cifras bajas de Tg, por lo que los
nifios con mutaciones en el gen TG no se incluyeron en sus grupos. Este hecho hace posible que la
frecuencia real de mutaciones en TPO causantes de HC de estos estudios sea, cuando menos, mas

cercana a la de nuestra serie.

Por lo que se refiere a la gravedad del hipotiroidismo, los pacientes con afectacion de este gen, son
los que presentan un grado de disfuncion tiroidea mas severo, ya que un 66% de los pacientes
presenta niveles de FT4 al diagndstico menores de 0.4 ng/dL y es el grupo de pacientes con
requerimientos de LT4 mas elevados de toda la serie (superiores a 4 mcg/kg/dia en todas las edades
estudiadas). En un estudio realizado en Holanda en el que se incluyeron 45 pacientes con déficit
total de la organificacion del yodo y mutaciones en TPO, se describe también un grado de
hipotiroidismo grave, con niveles medios de TSH de 703 mU/L, de FT4 de 0.2 ng/dLy de Tg de 2726
ng/mL?*2. En nuestra serie, todos los pacientes reevaluados presentan un hipotiroidismo de
caracter permanente y los no reevaluados, precisan unas dosis de LT4 sugestivas también de HC

permanente.
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En referencia al grado de severidad, vemos que los pacientes con mutaciones en TPO presentan un
hipotiroidismo mds grave que los pacientes con mutaciones en DUOX2. Seria légico pensar que,
dado que DUOX2 es el principal suministrador de H,0; necesario para la organificacion del yodo, la
afectacién de este gen ocasionara un hipotiroidismo de una gravedad similar. Sin embargo, la
diferencia entre los dos genes estd en que en el caso de DUOX2, existe un mecanismo
compensatorio a través de DUOX1, el cual se ha demostrado in vitro que también es capaz de

122227 Sin embargo, TPO no dispone de ninglin mecanismo compensatorio para

generar H,0;
equilibrar su funcidn en el proceso de la organificacién y, ademas, interviene en la unién de las
yodotirosinas para formar T3 y T4. Por lo tanto, es muy probable que las mutaciones en TPO
generen un hipotiroidismo de caracter mds severo que el causado por mutaciones en DUOX2 por

el hecho de que la funcién de TPO es irremplazable.

Los pacientes P48 y P49 son hermanos, y presentan, en heterocigosis compuesta, la variante
p.(Cys808Arg), heredada de la madre, y la variante intrénica ¢.2387-67G>A, heredada del padre. La
primera variante, p.(Cys808Arg), se clasifica como patogénica segun los criterios de la ACMG y esta
localizada en el exdn 14. Este exdn es el responsable de codificar la zona con similitud al EGF del
ectodominio (EGF-like domain)*3*'3°, Belforte et al., publicaron en 2014 estudios funcionales de

22 que se habia descrito con anterioridad por el mismo grupo de autores??. Estos

esta variante
autores demostraron que la variante p.(Cys808Arg) genera una disminucién muy significativa de la
actividad enzimatica, asi como una muy baja afinidad por su sustrato. Los autores remarcan que
esta variante, que esta fuera del dominio catalitico de la proteina, presenta un efecto deletéreo
mayor a lo esperado. En el dominio EFG se hallan 6 residuos cisteina que forman 3 puentes disulfuro
gue se ha demostrado que son esenciales para conservar la estructura proteica (C800-C814, C808-
C823 y (825-C838). Los autores exponen que el impacto a nivel funcional de la variante
p.(Cys808Arg) puede ser debido a la alteracidon del puente C808-C823, que generaria cambios
conformacionales importantes en la proteina que podrian bien retenerla en el reticulo
endoplasmatico o bien localizarla en la membrana pero con baja actividad enzimética?®. Los
autores que describieron por primera vez esta variante, la encontraron en heterocigosis en un
paciente con HC, bocio y déficit parcial de la organificacidn, refiriendo que probablemente
existieran en este paciente otras variantes en TPO localizadas en zonas no analizadas, como los
intrones, ya que la herencia de este trastorno es recesiva??®. En nuestros pacientes, que presentan
un HC de caracter severo con un déficit total de la organificacién del yodo, ademas de esta variante,
se ha hallado una variante intrénica previamente no descrita y clasificada como VUS y que

probablemente contribuya a su fenotipo clinico, aunque para establecer su patogenicidad, seria
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necesario estudiar el RNA, ya que los predictores de splicing no son del todo concluyentes a la hora

de descartar un posible efecto en la proteina.

El P40 es portador en homocigosis de la variante p.(Cys838Ser), que también se encuentra, como
la variante p.(Cys808Arg) del parrafo anterior, en una de las regiones esenciales para la
conservacién de la estructura proteica, en este caso en la regién del puente disulfuro C825-C838,
por lo que podriamos considerar que la afectacion a nivel funcional es igual o muy similar a la que
produce la variante p.(Cys808Arg). Este paciente presenta una disfuncién tiroidea permanente y
grave, con un déficit total de la organificacién. La variante p.(Cys838Ser) ha sido descrita en

pacientes homocigotos con HC grave en la serie portuguesa de Rodrigues et al.??

El PA1 es portador de las variantes p.(Asn160Asp), previamente descrita, y p.(Arg438Cys), no
descrita en la literatura, ambas clasificadas como VUS segun la ACMG. Cada una de estas variantes
es heredada de un progenitor. Este paciente presenta un déficit parcial en la organificacion del yodo
y es el Unico caso con variantes en TPO con un hipotiroidismo permanente de caracter leve en la

reevaluacién, por lo que la implicacién de ambas variantes a nivel funcional debe ser baja.

El P43 es portador de la variante p.(Cys808AlafsTer24), también en el exdn 14. En este caso, dicha
variante daria lugar a una proteina truncada con afectacion de los dominios cataliticos carboxi-
terminales y con pérdida total de la funcién. La clinica de nuestro paciente y de otros que han sido
descritos previamente en la literatura portadores de esta misma variante, apoyan esta hipotesis,
ya que todos los casos presentan un HC de cardcter severo??®230223 |3 otra variante en este
paciente, la p.(Asn129LysfsTer80), también daria lugar a una proteina truncada y ha sido descrita

en casos de HC con déficit parcial de la organificacion??°.

Los exones 7, 8, 9y 10 del gen TPO son los que codifican la regién de unidn al grupo hemo, el centro

228

catalitico de la proteina®*®, que es donde se encuentran la mayoria de las mutaciones descritas en

este gen®?2%,

El P44 es heterocigoto compuesto para las variantes p.(Val484Met), heredada por via paterna, y
p.(Phe508lle), heredada por via materna. Ambas variantes no estan previamente descritas en la
literatura, se localizan en el exdn 9 y causan un fenotipo severo con déficit parcial de la

organificacion.

En el P47 se ha identificado la variante en heterocigosis simple p.(Arg540Ter), localizada en el exén
10. Esta mutacidon ha sido analizada a nivel funcional en pacientes homocigotos, en los que se ha
demostrado in vitro que genera una ausencia total de actividad de la proteina®l. Este paciente,

ademas, es portador en heterocigosis de una variante en TG clasificada como patogénica segun
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criterios de la ACMG. Sin embargo, presenta un HC de caracter transitorio con un test de perclorato
negativo. Esto demostraria que es necesaria la afectacién de los 2 alelos de TPO para provocar

alteracién en la organificacion en este paciente.

Respecto a esto ultimo, se han descrito algunos casos de mutaciones monoalélicas en TPO con
déficits totales de la organificacidn del yodo. Estos estudios han utilizado técnicas genéticas capaces
de confirmar que no existian deleciones grandes en el alelo wild type (WT), demostrando que el
fenotipo clinico se producia por expresién monoalélica?? o bien por cosegregacidn con otro alelo

nulo?:3,

El 50% de nuestros pacientes con variantes en TPO reevaluados presentan un test de perclorato
compatible con un déficit parcial de la organificacion del yodo. Aunque habitualmente se asume
gue las mutaciones inactivadoras en este gen generan un déficit total, nuestra serie y otras
publicaciones demuestran que pacientes, probablemente con mutaciones menos severas, pueden

presentar déficits parciales?34.

El P42, portador en homocigosis de la variante p.(Arg648GIn), es el paciente con la disfuncion
tiroidea mas grave al diagndstico, ya que presenta los niveles mas elevados de TSH (750 mU/L) y de
Tg (3247 ng/mL), con unos niveles de FT4 muy bajos (0.2 ng/dL). Ambos progenitores son
portadores de esta variante. Este paciente no estd reevaluado, pero en la actualidad tiene 4 afios y
precisa unas dosis de LT4 de 3.8 mcg/kg/dia, altamente sugestivas de HC permanente. Esta variante
ha sido descrita en casos de HC grave, en estado heterocigoto compuesto con otras variantes en
TPO?®, La gravedad descrita en nuestro paciente puede estar influenciada, ademads, por la
presencia de una variante en un segundo gen, en este caso p.(Thr445Met) en PAXS8, que se clasifica

como VUS segun los criterios de la ACMG.

El P46, heterocigoto compuesto para las variantes p.(Ala397ProfsTer76), heredada por via paterna,
y p.(GIn660GIlu), heredada por via materna, presenta también un HC de caracter permanente segun
las dosis requeridas de LT4. La primera de ellas, ha sido descrita en homocigosis en tres miembros
de una misma familia que presentaban un déficit parcial en la organificacion. Los autores refieren
que dicha mutacidn generaria un splicing que daria lugar a una proteina con actividad enzimatica
residual, hipétesis que confirmaron con el fenotipo clinico de los pacientes de su estudio®®. La
variante p.(GIn660Glu) ha sido estudiada in silico por Deladoéy et al., quienes demostraron que la
proteina mutada tiene una estructura tridimensional normal y se expresa correctamente en la

membrana, pero presenta una alteracion electroestatica alrededor de su lugar catalitico que genera
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anomalias de unién en el grupo hemo. Ademas, dichos cambios electroestaticos tienen también

consecuencias en el potencial redox que pueden alterar la oxidacién del yodo'’2.

El P45, homocigoto para la variante p.(Arg665Trp), presentd un hipotiroidismo muy grave al debut
(FT4 0.1 ng/mL) y precisa en la actualidad dosis de LT4 sugestivas de HC permanente. Esta variante
ha sido estudiada a nivel funcional por Umeki et al., que han demostrado que esta mutacién genera

una ausencia de actividad residual de la proteina®*’.

El P39 es portador en heterocigosis compuesta de la variante p.(Gly860Arg), heredada del padre, y
la variante ¢.2619-1G>C, heredada de la madre. Esta ultima es una variante intrénica, previamente
no descrita, que previsiblemente hace que desaparezca el lugar aceptor de splicing cambiando la
composicion de la proteina y que se clasifica como probablemente patogénica segun la ACMG. La
variante p.(Gly860Arg) es una variante que se localiza en el exén 15, afectando la porcidon
transmembrana de la proteina. Es una variante VUS, pero como refieren algunos autores, el cambio
de la glicina, que es hidrofébica, por la arginina, que tiene carga positiva, hace muy probable que la
insercién de la proteina en la membrana se vea alterada?*. El fenotipo severo de este paciente

confirmaria la relacién genotipo-fenotipo de ambas variantes.

Por lo que se refiere al estudio genético en los progenitores, del total de los 10 pacientes con
variantes en TPO, se ha podido confirmar la cosegregacion de la enfermedad en 7 de ellos. El resto
de familias no se han podido estudiar. Ninguno de los progenitores portadores presenta disfunciéon
tiroidea. Aun asi, aunque las DT por TPO siguen un patrdon de herencia recesivo, debemos remarcar
que la elevada frecuencia de portadores de mutaciones en este gen (1/80) puede dar lugar a una
herencia pseudodominante, es decir, con afectacion clinica en diversos miembros de una misma

familia, simulando un patrén de enfermedad autosémica dominante®’2,

2.4. PACIENTES CON VARIANTES EN DUOX2 Y DUOXA2

En un 15.7% del total de los pacientes de nuestra serie se encontraron variantes en DUOX2, siendo,
junto con TPO, el segundo gen en frecuencia mas afectado en pacientes con DT. En la poblacién
asiatica, en cambio, este gen es de largo el mdas afectado en pacientes con sospecha de DT,
alcanzando en algunas series hasta el 62.5% de casos?3#23%240_En un estudio britanico refieren una
frecuencia de mutaciones en DUOX2 del 38%, pero mas de la mitad de los pacientes afectos son
asiaticos?*l. En nuestra serie, los 3 pacientes de origen asiatico presentan variantes en DUOX2 (n=2)

o DUOXA2 (n=1).
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Los niveles de FT4 medios al diagndstico de nuestros pacientes con variantes en DUOX2 (0.8+0.5
ng/dL) son muy similares a los de otros autores?®24-242_ Hemos detectado niveles medios de Tg muy
elevados (1371.8+1402 ng/mL), que también se describieron en la serie de Moreno et al.’° Estos

niveles elevados de Tg son frecuentes en los pacientes con defectos en la organificacién del yodo®®’.

Por lo que se refiere a la organificacidn del yodo, en 2 de nuestros pacientes el test de perclorato
fue compatible con un déficit parcial de la organificacion (P51 y P53, ambos con variantes
bialélicas). En 4 pacientes este test resulté negativo: P58 y P6, que corresponden a pacientes con
variantes bialélicas y P50 y P56, que son pacientes con variantes monoalélicas. Tal y como esta
descrito en la literatura, los defectos en DUOX2 pueden provocar o no defectos en la organificacion
del yodo, que habitualmente son de tipo parcial y, que ademds, no parecen relacionarse con el

11.243-255  Aunque los defectos de organificaciéon total por DUOX2 son poco

fenotipo clinico
frecuentes, también se pueden observar, como en un paciente de la serie de Moreno et al., que

presentaba una descarga del 100% y que era portador de una variante homocigota en este gen™°.

La variante c.2895 2898del, p.(Phe966SerfsTer29) es la mds frecuente en nuestro grupo de
pacientes con variantes en DUOX2, ya que se ha encontrado en 5 pacientes (P51, P52, P57, P59 y
P60). Se trata de una delecion de 4 nucleétidos que predice un cambio en la pauta de lectura,
creando un coddn de terminacion prematuro. Esta variante se describid por primera vez en el 2002
en una serie de Moreno et al., en un paciente que era portador en heterocigosis y que presentaba
un HC transitorio con un déficit parcial en la organificacion del yodo®. Muzza et al., publicaron en
el 2013 una serie de 28 pacientes con mutaciones en DUOX2 en la que esta variante resultd ser
también la mas frecuente (14% de los pacientes). Como en nuestra serie, los casos con esta variante
presentaban un fenotipo clinico variable, desde HC permanente en heterocigotos, hasta HC
transitorio en heterocigotos compuestos. Estos autores demostraron que esta mutacion
terminadora provocaba una degradacion del mRNA!. De Marco et al., realizaron estudios
funcionales de esta variante y demostraron que genera una inhibicién completa de la generacion
de H,0,, asi como una expresidn disminuida de la proteina en la membrana celular?®. En nuestra
serie, 2 pacientes son homocigotos para p.(Phe966SerfsTer29) y presentan un fenotipo clinico muy
distinto: P52 presenta un fenotipo transitorio segun la dosis predictora y una FT4 normal al
diagnostico (1.3 ng/dL) y P59 presenta un fenotipo permanente segln la dosis predictora y un
hipotiroidismo severo al debut (FT4 0.5 ng/dL). En estos dos pacientes (P52 y P59), hemos
confirmado a través del estudio familiar, que ambos progenitores son portadores de la variante.
Los otros 3 pacientes son heterocigotos compuestos para p.(Phe966SerfsTer29) y otras variantes

en DUOX2. P51, que presenta un fenotipo permanente leve en la reevaluacién, es portador de las
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variantes p.(Phe966SerfsTer29), heredada de la madre, y p.(GIn1301Ter), heredada del padre. Esta
ultima variante no esta descrita en la literatura y esta clasificada como patogénica segun la ACMG.
P60, portador de las variantes p.(Phe966SerfsTer29), heredada por via paterna, y p.(Arg354Trp),
heredada por via materna, presenta un hipotiroidismo severo al debut (FT4 0.3 ng/dL) pero un
fenotipo transitorio en la reevaluacién diagndstica. La variante p.(Arg354Trp) es una variante
descrita en la litaeratura y clasificada como VUS. Por ultimo, P57, que presenta ademas de
p.(Phe966SerfsTer29), la variante p.(Leu815Pro), no descrita y clasificada como VUS segun la
ACMG. Este paciente presenta, segun la dosis predictora, un fenotipo permanente. El fenotipo
clinico de los pacientes portadores de esta variante, es variable y no parece asociarse directamente
con el genotipo. Es probable que, como se discutird a continuacidn, existan otros factores que

modifiquen el fenotipo clinico de los pacientes con variantes en este gen.

En el P55, de origen chino, se ha detectado la variante p.(Lys530Ter), heredada de su madre. Como
han demostrado diversos autores, esta variante es una de las mas frecuentes en esta poblacion
asiatica?®®2?¥, Este paciente, que ademas es portador de la variante p.(Argl110GIn), clasificada
como probablemente patogénica segun la ACMG, presenta un fenotipo sugestivo de HC

permanente segln la dosis predictora.

En dos de los pacientes con variantes en DUOX2 (P50 y P56), estas son monoalélicas, es decir, solo
se encuentra una variante en uno de los dos alelos. Estos dos pacientes presentaron una
hipertirotropinemia en la reevaluacién y actualmente precisan dosis bajas de LT4, por lo que no
podemos descartar un HC transitorio si se someten de nuevo a una reevaluacién. Una de estas
variantes, la p.(GIn202ThrfsTer99), encontrada en el P56, ha sido descrita en la literatura por Pfarr
et al., quienes la detectan también en heterocigosis en un neonato con HC (no reevaluado) y en su
madre, que presenta una funcién tiroidea normal®®®. El padre de nuestro paciente también es
portador de la variante y no presenta disfuncidn tiroidea. El otro paciente (P50), es portador de la
variante c.514-49G>A, que corresponde a una variante intrdnica previamente no descrita y que se
clasifica como VUS. Un dato a destacar de este paciente es que la gammagrafia diagndstica mostré
un patron con captacién ausente (ecografia normal). Este paciente no presenta antecedentes
maternos de hipotiroidismo, por lo que la ausencia de captacion no deberia ser causada, en un
principio, por TBAb. Dicho paciente acudié muy tarde a nuestro centro (40 dias de vida) y no
podemos descartar la posibilidad de la toma de LT4 en algin momento desde su diagndstico hasta

la visita y que la TSH suprimida sea la causa de una falsa agenesia tiroidea en este caso.

El P28, que es portador de la variante monoalélica en DUOX2 p.(Alal131Thr), presentd un
hipotiroidismo leve al debut (FT4 0.9 ng/dL, TSH 83.1 mU/L) con niveles muy elevados de Tg (1073
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ng/mL) y una gammagrafia hipercaptante. Este paciente era portador, ademas, de la variante
p.(Trp139Ter) en TG. Los datos hormonales y gammagraficos al debut nos hacen pensar que la
afectacién de DUOX2 es la responsable de la disfuncidn tiroidea de este paciente. Este paciente
perdid el seguimiento clinico, pero al afio de vida precisaba una dosis de LT4 sugestiva de HC

transitorio.

Diversos autores han asociado variantes monoalélicas en DUOX2 a HC de caracter transitorio'®?’.
En referencia a esto Ultimo, cabe remarcar que a diferencia de los otros genes causantes de DT de
herencia autosémica recesiva (TG, TPO, NIS, pendrina), las mutaciones monoalélicas en DUOX2 son
capaces de provocar HC. Estas mutaciones monoalélicas, se asociaron inicialmente a las formas mas
leves o transitorias de HC por DUOX2 y, por lo contrario, las bialélicas a formas mas graves y a los
fenotipos permanentesi®124243244 Gin embargo, a medida que se ha ido ampliando el conocimiento
de las DT causadas por este gen, se ha demostrado que la variabilidad fenotipica-genotipica es mas
compleja y que no se relaciona de forma directa con el nimero de alelos mutados. Son diversos los
autores que han publicado series de pacientes con variantes monoalélicas en DUOX2 con fenotipos
graves y de caracter permanente, asi como formas bialélicas con HC de -cardcter
transitoriol?6238248.27 Estos resultados son comparables a los de nuestra serie en el caso de las
variantes bialélicas, ya que 3 de los pacientes con dicho genotipo presentan un HC de cardacter
transitorio (uno de ellos reevaluado, 2 probables por la dosis de LT4 actual) y, los demds, un HC

permanente.

Tal y como hipotetizan estos autores, nosotros también creemos que estos fenotipos variables
podrian estar producidos por diversos factores, como son la generacion de H,0; por otras enzimas,
como DUOX1; por otros factores genéticos, como el factor madurativo DUOXA2; por diferencias
étnicas y por factores ambientales, como la ingesta de yodo. Tampoco se debe descartar la
presencia de una variante monoalélica en un alelo y una delecidn en el otro, asi como variaciones
en el nimero de copias, ya que estas alteraciones solo se podrian detectar utilizando otras técnicas,

249

como arrays de hibridacion gendmica comparativa®®® y no con el uso de paneles NGS o

secuenciacion Sanger.

El estudio genético de los progenitores de 7 pacientes con variantes en homocigosis o heterocigosis
compuesta en DUOX2 ha determinado que cada uno de ellos es portador de una de las 2 variantes
presentes en los pacientes, demostrando asi la cosegregacién de la enfermedad. La madre de P55,
gue es portadora de la variante patogénica p.(Lys530Ter), presenta un hipotiroidismo subclinico,
probablemente causado por la afectacién monoalélica de este gen. La madre de P54 presentd un

hipotiroidismo gestacional y, el resto de progenitores portadores, son eutiroideos.
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Uno de los pacientes de nuestra serie (P70) es portador en heterocigosis de la variante
p.(Tyr246Ter) en DUOXA2. Esta variante fue descrita en homocigosis en un paciente con un HC, con
una hipertirotropinemia en la reevaluacién y un déficit parcial de la organificacidon del yodo. Los
autores demostraron, mediante estudios in vitro, que la proteina truncada no tenia ninguna
actividad residual sobre la maduracién de DUOX2 y que su homdélogo DUOXA1 podia compensar de
manera parcial esta deficiencia. Segun estos autores, esto explicaria porque este paciente presenta
un fenotipo mas leve que algunos pacientes con mutaciones bialélicas en DUOX2%. Nuestro
paciente presenta un HC de cardcter leve al diagndstico, un test de descarga con perclorato
negativo y un HC transitorio en la reevaluacion, datos que son compatibles con una afectacién

monoalélica en este gen.

2.5. PACIENTES CON VARIANTES EN PAX8

Un 7.1% del total de los pacientes de nuestra serie presentaron variantes genéticas en PAX8. Esta
frecuencia es alta si la comparamos con los estudios publicados en la literatura. Sin embargo, la
mayoria de estos estudios incluyen solo pacientes con disgenesia tiroidea, ya que es bien conocido
el rol de PAX8 sobre el desarrollo de la glandula. Estas publicaciones reportan una frecuencia de
mutaciones en PAX8 en pacientes con disgenesia tiroidea del 1.4 al 3.3%%°*%°2, En algunos estudios
donde se incluyen pacientes con HC no disgenético, reportan frecuencias todavia mas bajas. Al Taji
et al., encontraron una frecuencia de mutaciones en PAX8 del 1.8% en una serie donde el 35% de
los pacientes presentaba glandulas normales y Narumi et al., un 2% en un estudio donde el 49%
eran HC no disgenéticos?>2*4, De los 5 pacientes afectos de nuestra serie, podemos confirmar que
no son disgenéticos los 2 casos en los que se realizd una ecografia tiroidea, que mostré una glandula
de tamafio normal. En los otros 3 casos, solo disponemos de la gammagrafia tiroidea que, como ya
se ha explicado con anterioridad, no es la mejor técnica para medir el tamafio del tiroides. Es por
esto que no podemos descartar cierto grado de hipoplasia tiroidea en estos pacientes. Esta alta
frecuencia de mutaciones en PAX8 en nuestro estudio puede ser debida a que en otros estudios
realizados en pacientes con DT y GIS, no se incluye de forma sistematica el andlisis de este factor

de transcripcion.

El fenotipo clinico de los pacientes de nuestra serie con variantes genéticas en PAX8 es altamente
variable. Esta variabilidad radica en la severidad del hipotiroidismo y el patrén gammagrafico al
diagndstico, ya que por lo que se refiere a la evolucion del hipotiroidismo, todos ellos presentan un

fenotipo permanente en la reevaluacion.
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Esta variabilidad fenotipica ha sido descrita previamente en la literatura. Las mutaciones en este
gen causan una afectacién tiroidea muy variable, desde diferentes grados de disgenesia glandular
hasta hipotiroidismo subclinico con glandula en situacién eutépica. Estas diferencias en la
presentaciéon clinica de la enfermedad se observan incluso entre los miembros de una misma
familia, hecho que dificulta la sospecha diagndstica de mutaciones en este gen®%*%>2%  Esta

variabilidad fenotipica podria estar causada por diversos factores como penetrancia y expresividad

variables y a otros fenémenos como la haploinsuficencia o el transfondo genético 2.

La variante p.(Ser59Arg), encontrada en la paciente P61, se describid en la serie de Park K-J et al.
en una nifia con fenotipo permanente?®. Nuestra paciente presentaba una gldndula de tamafio
normal y la de estos autores, bocio. En nuestra paciente, ademas, destacaba un test de descarga

con perclorato compatible con un déficit parcial de la organificacién del yodo.

Los pacientes P62 y P64, que presentaban una severidad clinica bien diferenciada al diagnéstico,
son portadores de la misma variante: p.(Arg133GIn). Esta mutacion fue descrita por Narumi et al.
en una nifia con HC y glandula hipopldsica. Estos autores realizaron estudios in vitro que les
permitieron dilucidar que el mecanismo patogénico de las mutaciones en este gen es la
haploinsuficiencia®®®. Un afio més tarde, Hermanns et al. describieron esta mutacién en una familia
con diferentes grados de afectacion tiroidea y realizaron estudios funcionales in vitro en los que
demostraron que la unién de la proteina mutada a las regiones promotoras especificas del DNA
estaba conservada. Sin embargo, excluyeron un efecto dominante negativo en la proteina wild-
type, por lo que dedujeron que el mecanismo patogénico puede residir en defectos estructurales
que reducen la capacidad de generar el cambio conformacional después de su unidn al DNA. Este
cambio estructural consiste en la ganancia de contenido alfa-helicoidal del dominio paired box,
fenédmeno conocido como induced fit*>°. Se ha demostrado que este mecanismo es el causante de
la patogenicidad de ciertas mutaciones en el gen PAX8%%°. Sorprendentemente, el paciente P62,
presentaba una ausencia total de captacién en la gammagrafia practicada antes de iniciar el
tratamiento sustitutivo. En presencia de glandula eutdpica, este patron gammagrafico es esperable
en las mutaciones en NIS, ya que estas causan un déficit de captacién de yodo por parte de la
glandula tiroidea y asi, una ausencia de captacion del radiotrazador. Sin embargo, dado que el gen
NIS requiere la expresion de PAX8 como promotor para su sintesis, es posible que fallos en este
ultimo causen defectos en el transporte del yodo, hecho que también demostraron en su estudio
Wakako et al.?%! Sin embargo, nuestro paciente mostrd una captacién gammagrafica normal en la

reevaluacién diagndstica, por lo que se podria deducir que esta alteracidon depende de varios
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factores y podria ser cambiante dependiendo de las necesidades fisiolégicas de secrecion

hormonal.

El paciente P65 es un paciente clasificado como falso positivo, ya que la TSH confirmatoria fue de
5.3 mU/L (TSH de cribado 20 mU/L). Sin embargo, este paciente precisd tratamiento sustitutivo
desde los 22 meses de edad por ligeros incrementos en la TSH y, en la reevaluacién diagndstica, se
constatd un HC de cardcter permanente. Este paciente, como el P61, presentd también un test de
perclorato compatible con un déficit parcial de la organificacién del yodo. La variante p.(Arg133Trp)
encontrada en este paciente solo ha sido descrita en la serie de Vincenzi et al. en 4 miembros de
una misma familia con fenotipos clinicos muy variables, desde hipotiroidismo severo con hipoplasia
glandular en el caso indice hasta hipotiroidismo subclinico con nddulos tiroideos en los otros sujetos
de la misma familia. Asimismo, los autores analizaron la presencia de esta mutacion en 282 alelos
de poblacién sana e hipotiroidea, no encontrandose en ninguno de ellos, descartando asi la
probabilidad de que esta variante se trate de un polimorfismo comudn. También realizaron un
estudio funcional in vitro en el que demostraron que dicha mutacién no alteraba la activacién del
promotor del gen TG?%2. Respecto a esto Ultimo, se ha demostrado que, en cambio, el gen TPO si
que es altamente dependiente de PAX8, por lo que la expresidn reducida de TPO secundaria a
alteraciones en PAX8 podria explicar estos defectos parciales en la organificacién del yodo en los 2

pacientes de nuestra serie’/,

El P63 es portador de una variante nueva, la c.196_198del, p.(Tyr66del) en el exén 4 del gen PAX8
que no afecta la pauta de lectura pero que provoca un fenotipo clinico severo. Esta variante no ha
sido descrita previamente en la literatura ni en las bases de datos poblacionales y patoldgicas
consultadas. Por lo que se refiere a la prediccién de patogenicidad in silico, segun los criterios de la

ACMG, esta variante se clasifica como probablemente patogénica.

Recientemente, nuestro grupo ha realizado estudios funcionales in vitro en células HEK basados en
la actividad transactivadora de PAX8 sobre el promotor del gen TG. Los resultados preliminares de
los ensayos del test de la luciferasa indicaron que las variantes p.(Ser59Arg), p.(Tyr66del),
p.(Arg133Trp) y p.(Argl33GIn) en PAX8 encontradas en nuestros pacientes, transactivaron el
promotor de TG, pero su perfil de actividad transcripcional fue siempre menor al de la proteina WT

y que, por lo tanto, todas las variantes se consideran patogénicas y causantes del HC del paciente.

Por lo que se refiere al estudio de cosegregacion, hemos podido demostrar en 4 pacientes (P61,
P62, P64 y P65) que uno de sus progenitores es portador de la misma mutacidn. La madre de P65,

portadora de la variante de su hijo p.(Arg133Trp), presenta hipotiroidismo subclinico. Los otros
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progenitores portadores no presentan ningln grado de disfuncién tiroidea. Las mutaciones en PAX8
representan la causa genética mas comun de herencia autosémica dominante en pacientes con HC.
Aungue en nuestra serie solo uno de los progenitores esta afecto, se deberia considerar una
alteracion en este gen siempre que existan antecedentes familiares de HC o tardio no autoinmune,
sin olvidar la alta variabilidad fenotipica que puede existir entre los miembros de una misma

familia2®.

2.6. PACIENTES CON VARIANTES EN TSHR

Solo 4 de los pacientes de nuestra serie presentan mutaciones en TSHR. Todos ellos debutaron con

un grado leve de hipotiroidismo (TSH 19.9-100 mU/Ly FT4 > 1.1 ng/dL).

En el P67 se ha hallado la variante p.(Pro162Ala) en homocigosis y presenta un hipotiroidismo que,
aunque no se ha reevaluado, requiere tratamiento a dosis sugestivas de caracter permanente. Esta
variante fue descrita en el 1994 en una familia de 5 miembros. De las 3 hermanas, 2 se
diagnosticaron al nacer con cifras de TSH de 47 y 96 mU/L con T4 total normal y la otra, que no
presentaba signos de hipotiroidismo, a la edad de 4 afios gracias al antecedente de su hermana
pequefia. Esta Ultima presentaba TSH de 80 mU/L con T4 total normal. Estas nifias eran
heterocigotas compuestas para las variantes p.(Pro162Ala), heredada de la madre, y p.(lle167Asn),
heredada del padre. Ambos progenitores presentaban cifras ligeramente elevadas de TSH. Todos
los miembros de la familia presentaban un patrén normal de captacion en la gammagrafia. Las
hermanas presentaron incremento de la TSH al suspender el tratamiento en la reevaluacién, pero
las dosis que requerian eran inferiores a las habituales. El estudio funcional de estas variantes
reveld una actividad reducida en el receptor mutado por p.(Pro162Ala) y una actividad casi nula en
el caso de la otra variante?®*. Esta mutacidn estd localizada en el exén 6, que participa en la
codificacién del dominio extracelular del TSHR. Costagliola et al., realizaron estudios funcionales y
estructurales de esta mutacién y encontraron que este cambio afecta la configuracién del receptor
a nivel de la superficie de la molécula y que su expresion se reduce al doble cuando se compara con
la proteina WT. Estos y otros autores concluyen que este cambio genera fenotipos leves, ya que
solo genera una menor unién y activacién de la TSH a su receptor?®5266:257 En una serie de pacientes
con hipotiroidismo subclinico se constata esta ultima suposicidn, ya que pacientes portadores
heterocigotos de esta mutacién presentan solo elevaciones ligeras de la TSH?®8, De Roux et al.,
publicaron un caso que era homocigoto para esta variante y que presentaba también un fenotipo

leve, con solo elevacidn de TSH y ecografia y gammagrafia normales?®®. Camilot et al., en cambio,
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presentaron el caso de un paciente homocigoto con hipotiroidismo grave, concluyendo que la
afectacién de ambos alelos genera una inactivacién del receptor, tal como sucede en nuestro
paciente?®’. El estudio de cosegregacidn en nuestro paciente demuestra que ambos progenitores
son portadores de la mutacidon y que su madre, presenta un hipotiroidismo que debutd en la

gestacion, probablemente influenciado o causado por alglin grado de disfuncién en el TSHR.

El P68, que es heterocigoto compuesto para las variantes p.(Glu34Lys) y p.(Arg450His), presentd un
hipotiroidismo subclinico al diagnéstico, con una gldndula hipocaptante. A la edad de 5 afios precisa
dosis bajas de LT4. La variante p.(Glu34Lys) en heterocigosis se ha encontrado en familias que
presentan diferentes grados de hipotiroidismo entre sus miembros, desde subclinico, hasta
hipotiroidismo sintomatico?’%?’1, Esta variante afecta a la estructura del ectodominio del receptor.
De Marco et al., realizaron estudios funcionales de esta variante, que mostraron una disminucién
en la produccién de cAMP. Estos autores concluyen que la variabilidad de fenotipos en pacientes
con esta misma mutacion (hecho que también ocurre con otras variantes en TSHR), puede ser
debida a factores como haploinsuficiencia o influencia dominante negativa de los receptores
mutados sobre los WT?°. La variante p.(Arg450His) es altamente frecuente en la poblacidn
japonesa, representando el 70% de las variantes en pacientes con HC por afectacién de TSHR*"2.
Mizuno et al., realizaron analisis funcionales en los que concluyeron que esta variante generaba
una resistencia hormonal parcial o totalmente compensada, aun en presencia de mutaciones
homocigotas. Estos autores estudiaron la evolucién de 5 pacientes homocigotos para esta variante
y observaron que, aunque todos ellos presentaban un hipotiroidismo compensado al nacimiento,
1 de ellos presentd niveles de FT4 de 0.6 ng/dL cuando se reevalud en la adolescencia. Con esto
concluyen que, aunque la resistencia a la TSH en el periodo neonatal esté parcial o totalmente
compensada, no es posible predecir si la funcidn tiroidea se descompensara en algin momento de
la vida?”3. En nuestro paciente, portador de dos variantes que pueden generar fenotipos leves y que
precisa en la actualidad dosis bajas de LT4, se deberia considerar realizar una reevaluacion para

conocer el grado de afectacién en su funcién tiroidea.

El P69, paciente que perdié el seguimiento clinico desde el momento del debut, es portador en
homocigosis de la variante p.(Ala553Thr). De este paciente solo disponemos de los niveles de TSH
confirmatoria, que fueron de 100 mU/L y de una ecografia tiroidea, que muestra una glandula
hipoplasica. Esta variante, localizada en el exén 10, codifica la zona transmembrana del receptory

genera una importante desestabilizacidn de la proteina. En la literatura se ha descrito en pacientes
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afectos de hipoplasia tiroidea grave con ausencia de captacion gammagrafica e hipotiroidismo

severo?6:274,

Hemos detectado dos variantes no descritas previamente en la literatura en el P66, p.(Thr257lle) y
p.(Asn255LysfsTer6), ambas localizadas en el exdn 9. La ultima genera una proteina truncada. El
paciente presenta un hipotiroidismo compensado en la reevaluacién diagndstica y precisa
tratamiento sustitutivo porque las cifras de TSH se mantienen por encima de 10 mU/L. Estas dos
mutaciones provienen del mismo alelo (paterno), pero como hemos visto, mutaciones en
heterocigosis en TSHR pueden dar lugar a fenotipos leves, por lo que es probable que una o las dos
variantes provoquen este grado de afectacién en nuestro paciente. El padre del paciente, sin
embargo, no presenta disfuncién tiroidea. Para saber cual de las dos variantes genera mas

resistencia a la TSH, se deberian realizar estudios funcionales.

Como hemos visto, el fenotipo clinico de las mutaciones con pérdida de funcién en TSHR dan lugar
a distintos grados de resistencia a la TSH, desde hipotiroidismo subclinico a niveles severos de
disfuncion hormonal con glandulas eutdpicas que van desde un tamano normal hasta distintos
grados de hipoplasia tiroidea. En el estudio de Camilot et al., donde se estudiaron mutaciones en
TSHR en 116 pacientes con hipotiroidismo subclinico no autoinmune (edad media al diagnéstico
7.214 anos) y 14 neonatos con HC se demostré que la relacién del fenotipo clinico guardaba una
correlacién bastante razonable con el genotipo. Observaron que los sujetos con una sola mutacién
y afectacién parcial del receptor presentaban solo un grado reducido de transduccién de la sefial
mediada por TSH (hipotiroidismo subclinico) y que los pacientes con grados leves de hipotiroidismo,
presentaban mutaciones con afectacion severa del TSHR en un alelo y mutaciones menos graves
en el otro alelo®®”. Sin embargo, como hemos visto en el estudio de Marco et al.,, una misma
mutacion en heterocigosis puede dar lugar a fenotipos de muy distinta gravedad en miembros de
una misma familia?’®. En el 2005, el grupo italiano de Calebiro et al., realizé6 un estudio para
esclarecer las bases moleculares para la herencia autosémica dominante de la resistencia a la TSH
asociada a mutaciones heterocigotas en TSHR. Estos autores revelaron que la interaccion fisica
entre el receptor WT y el mutado da lugar a un atrapamiento del receptor WT en el reticulo
endoplasmatico, con la consecuente alteracion en la respuesta a la TSH. Esto explicaria el
mecanismo por el cual se genera una dominancia negativa en la herencia dominante de este
trastorno?’®. Este fendmeno, junto con otros factores como la haploinsuficiencia, factores externos
como el déficit de yodo o mutaciones en otros genes, podrian explicar la variabilidad fenotipica en

los pacientes con mutaciones heterocigotas este gen.
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3. REEVALUACION DIAGNOSTICA

En nuestra serie se ha realizado la reevaluacién diagndstica en un 58.6% de los pacientes y en un
total de 29 pacientes no se ha efectuado. En 22 (84.6%) de los casos no reevaluados disponiamos
del estudio genético antes de la edad indicada para realizarla, motivo por el cual se decidié
mantener el tratamiento sustitutivo dada la elevada probabilidad de que estos pacientes
presentaran un hipotiroidismo de caracter permanente. Los resultados obtenidos en nuestro
estudio apoyan esta hipdtesis, ya que un 91.3% de los pacientes con diagndstico molecular

definitivo reevaluados presentan un hipotiroidismo permanente.

Del total de pacientes reevaluados, un 61% corresponden a hipotiroidismo permanente y un 39% a
hipotiroidismo transitorio. Si para orientar el caracter del hipotiroidismo en el grupo de pacientes
no reevaluados tomamos como referencia los factores predictivos de nuestro estudio (dosis de LT4
requeridas), 19 de los pacientes no reevaluados cumplen criterios de hipotiroidismo permanente.
Esto significa que un 62.8% del total de los pacientes de nuestra serie estaria afecto de
hipotiroidismo de caracter permanente, una proporcién que se acerca mucho a la obtenida en los
pacientes reevaluados. De esta manera, solo un 37.2% de los pacientes presentaria un

hipotiroidismo transitorio.

En varios estudios publicados en la literatura, el porcentaje de pacientes con HC transitorio es
significativamente mds elevado. Messina et al., analizaron los datos de la reevaluacién diagndstica
de 125 pacientes con HC y obtuvieron un 36.8% de pacientes con HC transitorio, pero en su serie,
un 48.8% de los pacientes correspondian a disgenesias tiroideas. De los 64 pacientes con GIS que
incluyeron, un 71.8% eran transitorios, cifra muy superior a la de nuestro estudio?’®. En otro estudio
realizado en poblacién italiana donde se incluyeron 84 casos de HC con GIS, el porcentaje de
pacientes con hipotiroidismo transitorio resulté muy elevado, del 65.5%. Los autores refieren que
las causas de esta elevada proporcion de HC transitorio podrian ser, entre otras, el déficit de yodo
leve que afecta la zona de Lombardia, hecho que ademads genera una elevada incidencia de HC con
GIS en esa regién (1:1446)%. En un estudio realizado en Korea por Park et al., se obtienen unos
resultados similares a este ultimo trabajo. Estos autores detectan un 65% de pacientes con HC
transitorio en una serie de 100 casos. Los autores atribuyen estos resultados a que su muestra solo
incluye pacientes con GIS, concluyendo que dos terceras partes de los pacientes con glandula
eutdpica no requeririan tratamiento con LT4 de por vida®. Sin embargo, un estudio realizado por
Cho et al. en la misma poblacién unos afios antes, detecta solo un 44.7% de pacientes con GISy HC

transitorio?”’.
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Las causas de esta elevada proporcién de casos de hipotiroidismo transitorio podria ser debida, por
un lado, a que los puntos de corte de la TSH de cribado han ido disminuyendo de manera progresiva
y esto ha facilitado la deteccién de casos mas leves y formas transitorias?’®. Por otro lado, estos
casos podrian corresponder a diversas etiologias de hipotiroidismo transitorio que los autores no
han estudiado, como la presencia de anticuerpos bloqueantes maternos, madres en tratamiento
con farmacos antitiroideos, mutaciones en DUOX2 o exceso o déficit de yodo, siendo esta ultima la
mas frecuente a nivel global**. También cabe destacar que la definicion de hipotiroidismo
transitorio en la literatura es variable, especialmente el término “hipertirotropinemia”, que puede
ser considerado de manera distinta seglin los autores®*. Aunque en alguno de los trabajos
mencionados no se especifican con claridad los criterios diagndsticos en la reevaluacién, la mayoria
de ellos clasifican a los pacientes de la misma manera que en nuestro estudio. En nuestra serie, los
8 pacientes con hipertirotropinemia en la reevaluacién (TSH 5-10 mU/L), se han incluido en el grupo
de pacientes con HC transitorio. De estos 8 pacientes, 4 de ellos no precisaron tratamiento
sustitutivo durante su seguimiento y los otros 4, son candidatos a una nueva reevaluacién

diagndstica, ya que precisan dosis de LT4 sugestivas de HC transitorio.

Algunos estudios llegan a unos resultados mds similares a los nuestros. Por ejemplo, en el trabajo
de Oron et al., la proporcidn de pacientes con HC transitorio es significativamente mds baja que en
los estudios previamente mencionados, ya que encuentran solo un 20.2% de pacientes con HC
transitorio en una serie de 84 pacientes con GIS. Los autores refieren que la tasa de hipotiroidismo
transitorio es mds baja que en otras publicaciones porque su estudio no incluye pacientes
prematuros’®. Uniivar et al. también encuentran un porcentaje mayor de pacientes con
hipotiroidismo permanente que transitorio, un 54% y 46% respectivamente®’. En estos estudios
no se ha realizado estudio molecular para detectar mutaciones en genes relacionados con DT. En
un estudio realizado en Japdn, con el mismo nimero de pacientes con HCy GIS que en nuestra serie
(n=70), la proporcién de casos de HC permanente y transitorio fue practicamente igual a la nuestra
(HC permanente 65.7%, HC transitorio 34.3%). Estos autores realizaron estudio genético en solo 21
de los 70 pacientes y encontraron un escaso nimero de mutaciones (2 TSHR y 1 TPO en el grupo
permanente; 1 TSHR en el grupo transitorio). Ademas, reconocen que solo estudiaron DUOX2 en 8
de los 24 pacientes con HC transitorio (no especifican resultados) y que es probable que, dada la
elevada prevalencia de mutaciones en este gen en su poblacién, algunos pacientes quedaran sin

diagnosticar?®.

En nuestra serie, un 64.2% de los pacientes presenta mutaciones en genes que pueden justificar su

fenotipo clinico (grupo “diagndstico molecular definitivo”) y, de éstos, un 91.3% presentan un
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hipotiroidismo permanente. Ademas, un 83.4% de los pacientes sin variantes presenta un
hipotiroidismo transitorio. Es altamente probable que la elevada proporcidn de casos de
hipotiroidismo permanente en nuestra serie sea debida a la elevada presencia de mutaciones
genéticas. Nuestra conclusidn es totalmente opuesta a la de Park et al.8%, ya que segin nuestros
resultados, dos terceras partes de los pacientes con HC y GIS, si que requeriran tratamiento
sustitutivo de por vida. Esta es una de las ventajas de disponer de estudio genético en los pacientes
con HCy GIS, ya que es uno de los factores que nos ayuda a orientar desde el inicio la evolucidn del

hipotiroidismo en estos pacientes.

4. FACTORES PREDICTIVOS DE LA EVOLUCION DEL HIPOTIROIDISMO

Los resultados de este estudio indican que el uUnico pardmetro para predecir el fenotipo
permanente o transitorio del hipotiroidismo es la dosis de LT4 requerida durante la evolucion de la

enfermedad.

En nuestro estudio no se han encontrado diferencias significativas en los niveles hormonales en el
momento del diagndstico (TSH, FT4 y Tg) entre el grupo de pacientes con hipotiroidismo
permanentey el grupo con hipotiroidismo transitorio. Estos mismos resultados han sido reportados
también por otros autores®®87193280 En ¢| estudio realizado por Messina et al. y Oron et al., donde
se incluyeron 64 y 84 pacientes con HC y GIS respectivamente, no se encontraron diferencias
significativas en los niveles de FT4 y TSH iniciales entre ambos grupos®”1%, En el estudio de Rabbiosi
et al., donde dividieron a los pacientes en 3 grupos (HC permanente, hipertirotropinemia
persistente y HC transitorio) se encontrd que los niveles de Tg iniciales eran significativamente mas
elevados en el grupo con HC transitorio y el grupo con hipertirotropinemia, pero no se detectaron
diferencias en los niveles de TSH ni FT4. Estos autores explican que las diferencias en Tg pueden ser
debidas a incrementos de esta hormona por interferencias transitorias en la hormonogénesis o por
defectos en la organificacidn del yodo®. En nuestra serie, por el contrario, los niveles de Tg son més
elevados en el grupo con HC permanente (592.4 ng/mL vs 208.8 ng/mL, p= 0.25), probablemente
por la alta frecuencia de pacientes con defectos en la organificacion del yodo (TPO, DUOX2)
incluidos en este grupo. En algunos estudios realizados con pacientes con HC y GIS si que se han
encontrado diferencias significativas en los niveles iniciales de TSH entre ambos grupos, siendo mas

elevados en el grupo de pacientes con HC permanente®:28,
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Por lo que se refiere a la gammagrafia realizada en el momento del diagndstico, tampoco hemos
encontrado diferencias significativas en el patron gammagrafico y el caracter permanente o
transitorio del hipotiroidismo. Los mismos resultados se obtuvieron en la serie de Oron et al., donde
un 21.1% de los pacientes presentaban GIS con aumento de la captacién y un 37.9% GIS con
gldndula normo o hipocaptante. Estos autores refieren que un alto porcentaje de pacientes con GIS
fueron finalmente un HC de cardcter permanente. En estos pacientes no se efectud estudio
genético, por lo que probablemente, estos casos correspondian a DT. Ademads, afirmaron que la
evolucidn clinica tampoco estaba relacionada con el patrén de captacién tiroidea, concluyendo que
la gammagrafia solo predice con seguridad el caracter permanente del hipotiroidismo cuando se

detecta una disgenesia tiroidea®®.

En nuestro estudio, las dosis de LT4 requeridas en el grupo de pacientes con HC permanente son
significativamente mas altas que en el grupo con HC transitorio en todas las edades estudiadas:
4.1+1.1 mcg/kg/dia vs 3.1+0.8 mcg/kg/dia (1 afio); 3.8+1.2 mcg/kg/dia vs 2.3+0.4 mcg/kg/dia (2
afios) y 3.3+1 mcg/kg/dia vs 1.8+0.4 mcg/kg/dia (4 afios). Diversos estudios realizados en pacientes
con HCy GIS también llegan a la misma conclusidon®:=93280.279 En e| estudio llevado a cabo por Park
et al., las dosis al afio y a los 2 afios de vida en ambos grupos son bastante similares a las de nuestra
serie (4.1 mcg/kg/dia vs 3.4 mcg/kg/dia al afio; 3.9 mcg/kg/dia vs 2.7 mcg/kg/dia a los 2 afios)®. En
el estudio de Cho et al., las dosis medias en el grupo con HC permanente son mas elevadas que en
nuestra serie (4.5y 4.2 mcg/kg/dia al afio y 2 afios respectivamente)®. Por lo contrario, en el estudio
de Uniivar et al., las dosis en ambos grupos son ligeramente inferiores a las de nuestro grupo (4

)279

mcg/kg/dia vs 2.8 mcg/kg/dia al afio; 2.9 mcg/kg/dia vs 2.1 mcg/kg/dia a los 2 afios

Por lo que se refiere a la dosis capaz de distinguir entre HC permanente y transitorio, son pocos los
estudios publicados en la literatura y, ademds, algunos de ellos incluyen pacientes con disgenesias
tiroideas. La mayoria de autores concluyen que el Unico factor para diferenciar entre ambos tipos
de hipotiroidismo son las dosis de LT4 requeridas. El estudio con mas similitud al nuestro, en el que
se incluyen 56 pacientes con HC y GIS, concluye que la dosis dptima para orientar el tipo de
hipotiroidismo es de 3.25 mcg/kg/dia al afio o0 a los 2 afios®. Nuestros resultados a los 2 afios de
vida son practicamente los mismos, siendo la dosis predictora de 3.1 mcg/kg/dia a esta edad. Sin
embargo, la dosis predictora en nuestro estudio al afio de vida es mas elevada, de 4 mcg/kg/dia.
Park et al., concluyen que una dosis de 2.76 mcg/kg/dia a los 3 afios es el punto de corte dptimo®®
y Messina et al., refieren que la dosis dptima predictora es de 2.7mcg/kg/dia al afio y a los 2 afios

de vida®. Las diferencias entre los estudios mencionados pueden deberse a las distintas etiologias

del hipotiroidismo con GIS y a la distinta proporcién de pacientes incluidos en cada grupo.
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5. CASOS FALSOS POSITIVOS

En nuestra serie se han incluido 5 pacientes falsos positivos. Estos casos corresponden a pacientes
con un cribado de HC alterado pero que en la confirmacién diagndstica los valores de TSH fueron

menores de 10 mU/L.

En 2 de ellos no se pudo realizar el seguimiento clinico (P12 y P21). Estos casos presentaban
gldndulas con disminucién de captacién en la gammagrafia. P12 no era portador de ninguna

variante y P21 era portador de una variante en heterocigosis en TG.

Otro de los pacientes (P5), precisé tratamiento sustitutivo a los 2 meses de edad por incremento

de la TSH de 13.8 mU/L, pero en la reevaluacion diagndstica se constatd un HC transitorio.

El P22, con 3 variantes en heterocigosis compuesta en TG, precisé tratamiento con LT4 por cifras
de TSH proximas a 10 mU/L y en la reevaluacidon diagndstica se detecté una TSH de 8.2 mU/L con

FT4 normal. Actualmente este paciente tiene 4 afios y precisa una dosis de LT4 de 1.4 mcg/kg/dia.

El P65, el cual ya se ha discutido con anterioridad, es portador de una mutacién en PAX8 y esta

diagnosticado de HC permanente.

Un estudio realizado en Italia donde se incluyeron 56 pacientes falsos positivos estudio la evolucién
y las causas de esta hipertirotropinemia neonatal. Estos autores dividieron a los pacientes en 2
grupos segun las cifras de TSH en la confirmacién diagndstica: un grupo de 33 pacientes con cifras
de TSH dentro de la normalidad y otro grupo de 23 pacientes con cifras de TSH de 5-11.7 mU/L. Se
detectaron anomalias en la morfologia y el tamafio tiroideo en casi el 20% de estos pacientes: en 2
glandula con aumento de tamanio, en 3 glandula con un Iébulo hipoplasico y en 6 una hemiagenesia
tiroidea. La mayoria de estos pacientes pertenecian al grupo con TSH de 5-11.7 mU/L. Ademas, en
un 8.8% de los pacientes se detectaron variantes en TPO y en un 31% en TSHR. Estos autores
detectaron una elevada prevalencia de hipotiroidismo subclinico a los 2.5 afios de edad en estos
pacientes, llegando hasta el 70% en el grupo de pacientes con TSH 5-11.7 mU/L?!. Los mismos
autores siguieron a estos pacientes hasta los 8-9 afios y detectaron que en un 50% de ellos todavia

persistian diferentes grados hipotiroidismo subclinico a esta edad??2.

Estos resultados indican que una hipertirotropinemia neonatal en pacientes con cribado de HC
positivo, puede ser consecuencia de anomalias tiroideas menores. Ademas, estos defectos, aunque
sean menores, pueden causar un hipotiroidismo subclinico persistente que puede requerir
tratamiento sustitutivo en periodos de la vida con altas necesidades fisiolégicas de hormonas

tiroideas. Uno de nuestros pacientes falsos positivos, concretamente el que presentaba los niveles
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de TSH mas bajos, presentaba un defecto genético (PAX8) y un hipotiroidismo permanente. Los
otros dos presentaban alteracién en el gen de la TG, uno de ellos con hipertirotropinemia en la
reevaluacién diagndstica. Este hecho y los articulos publicados al respecto, justificarian el estudio
etioldgico de estos pacientes, ya sea de manera inicial o segin su evolucidn clinica en el tiempo.
Ademas, estos casos precisan de manera inexcusable un control hormonal exhaustivo durante toda
la infancia, dada la alta probabilidad de disfuncidn tiroidea permanente, aunque leve. Sin embargo,
se necesitarian mas estudios para valorar la posible indicacién de estudio genético o morfoldgico

en pacientes con cribado alterado y niveles de TSH confirmatorios por debajo de 10 mU/L.
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10.

11.

12.

La aplicacién de técnicas de secuenciacidn masiva en pacientes con HC con GIS pone de
manifiesto que el 77.1% de los pacientes de nuestra serie son portadores de variantes
genéticas en genes implicados en la biosintesis de las hormonas tiroideas, por lo que
podemos concluir que la dishormonogénesis tiroidea es su principal causa.

La gammagrafia tiroidea realizada el dia de la primera visita se relaciona con la gravedad
del hipotiroidismo al diagndstico (glandulas hipercaptantes y normocaptantes mas severo,
glandulas hipocaptantes mas leve) pero no es capaz de predecir el cardcter permanente o
transitorio del hipotiroidismo, por lo que no se considera un pardmetro util para
pronosticar la evolucién de la enfermedad.

El 83.4% de los pacientes con HC y GIS sin variantes genéticas presentan un hipotiroidismo
de cardcter transitorio. Por el contrario, los casos con un diagndstico molecular definitivo
presentan, en su inmensa mayoria (91.3%), un hipotiroidismo de caracter permanente.

La dosis de LT4 requerida durante la evolucidon de la enfermedad es el Unico pardmetro
clinico que permite predecir si el paciente presentard un fenotipo de HC permanente o
transitorio.

El gen de la TG es el mds frecuentemente afectado, ya que es la causa del HC en el 32.8%
del total de nuestros casos. Los genes TPO y DUOX2 le siguen en frecuencia y representan
respectivamente el 15.7% de los casos cada uno de ellos.

Las variantes monoalélicas en el gen TG no generan fenotipos clinicos severos ni
permanentes.

Los pacientes con variantes en TPO son los que presentan un grado mas severo de
disfuncién tiroidea, presentando en el 100% de los casos hipotiroidismo de cardcter
permanente.

Los defectos de la organificacidon del yodo provocados por variantes en TPO pueden ser de
tipo total o parcial.

Las variantes monoalélicas en DUOX2 se asocian a HC transitorio y leve. Las bialélicas se
asocian, en su mayoria, a HC permanente, pero también a HC transitorio en algunos
pacientes.

Los pacientes portadores de variantes en heterocigosis en el gen PAX8 presentan HC
permanente.

Hemos constatado, mediante el estudio de los progenitores, que los pacientes con
variantes en PAX8 presentan una alta variabilidad fenotipica entre los miembros de la
misma familia.

Los pacientes con variantes en PAX8 pueden presentan defectos parciales en la

organificacién del yodo.
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13. La afectacidn del gen TSHR produce un hipotiroidismo compensado al debut, pero con una

14
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20

evolucidn al hipotiroidismo permanente segun la dosis predictora en todos nuestros casos.

Los pacientes con diagndstico molecular definitivo y presencia de variantes en otro gen
distinto (digénicos), no presentan un fenotipo clinico mds severo, salvo 1 paciente con
afectacidn bialélica de TPO y una variante en PAXS.

La presencia de niveles muy elevados de Tg al diagndstico de confirmacidn son sugestivos
de defectos de la organificacidon del yodo, con probable afectacidon de los genes TPO o
DUOX2.

La hipertirotropinemia neonatal puede ser causada por defectos en genes relacionados con
la DT y generar una disfuncién tiroidea leve mantenida en el tiempo o un HC permanente.
Por ello se deberia considerar, de forma individualizada, el estudio genético en estos
pacientes, ya sea al diagndéstico o durante su evolucion.

La préctica sistematica del estudio de genes relacionados con DT en los pacientes con HCy
GIS nos permitiria orientar desde el inicio la evolucién de la enfermedad y tomar decisiones
sobre la necesidad o el momento de realizar la reevaluacion diagndstica. Asi, en los casos
sin variantes genéticas y una dosis de LT4 sugestiva de fenotipo transitorio, podriamos
realizar una reevaluacion mas temprana, y en los casos con variantes genéticas y/o dosis
sugestiva de fenotipo permanente, podriamos decidir mantener el tratamiento sustitutivo
sin necesidad de realizar la reevaluacién diagndstica.

Se ha constatado, mediante el estudio de cosegregacion familiar, que las variantes son
heredadas de los progenitores y no de novo. Con este hecho, podemos concluir que el
estudio genético en los progenitores de estos pacientes es de utilidad para realizar un
diagndstico y tratamiento precoz en la descendencia futura.

Se han hallado un total de 72 variantes distintas, de las cuales 31 son nuevas. Nuestro
estudio pone de manifiesto la existencia de un porcentaje significativo de variantes
genéticas no descritas en la literatura (43%) que en un futuro préximo seran objeto de
estudios funcionales y de expresién de mRNA para confirmar su patogenicidad.

Es posible que los pacientes con variantes en heterocigosis puedan ser portadores de otras

variantes no detectadas por el panel de genes, ya que este no detecta reordenamientos en
regiones no codificantes o microdeleciones en uno o mas exones.
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Anexos

ANEXO 1. Valores de referencia de las hormonas tiroideas

1-23 meses 2-12 aiios >13 afios
TSH (mU/L) 0.8-6.1 0.6-4.1 0.5-4.2
FT4 (ng/dL) 0.9-1.4 0.8-1.4 0.8-1.4
Tg (ng/mL)* 3.5-77

Valores de referencia de los ensayos de inmunoquimioluminiscencia (LIA) del laboratorio del
Hospital Universitari Vall d’"Hebron.

Tg*: valores por rango de edad no disponibles
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ANEXO 2. Informe del Comité Etico de Investigacion Clinica

IC-RTFoa0
Vall d'Hebron Pg. Vall dHebron, 118128
Hospital 05035 Barceiona

Tel. 53 469 3691
Fax 8348341380

celc@vhir.on

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA ¥ COMISION DE
PROYECTOS DE INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARI VALL
D'HEBRON

Dofia Mireia Navarro, Secretaria del COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
CON MEDICAMENTOS del Hospital Universitar Vall d'Hebron,

CERTIFICA

Que el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Universitario Vall d’'Hebron,
en el cual la Comision de proyectos de investigacion esta integrada, se reunid en
sesion ordinaria n® 276 el pasado 16 de diciembre de 2016 v evalud el proyecto de
investigacion PR({AMI}390/2016 presentado con fecha 01/M12/2016, titulado
“Identificacion y caracterizacion de mecanismos moleculares implicados en la
Dishormonogénesis Tiroidea mediante la aplicacidn de técnicas de secuenciacidn
maasiva y estudios funcionales” que tiene como investigador principal al Or. Diego Yeste
Femandez del Senvicio de Endocrinologia de nuestro Centro.

¥ que tras emitir un informe aprobado condicionado en dicha reunion y evaluar la
documentacion recibida posteriormente en respuesta a este informe

El resultado de la evaluacion fue el siguiente:
DICTAMEN FAVORABLE

El Comité tanto en su composicion como en los PNT cumple con 1as normas de BPC
(CPMP/ICH/135/95) v con el Real Decreto 109072015, v su composicion actual es la
siguiente:

Presidenta: Gallego Melcon, Soledad. Médico

Yicepresidente: Seqarra Sarries, Joan. Abogado
Secretaria:  Navamo Sebastian, Mireia. Quimica

Institut Catala Hospital Universitari Vall &'Hebron
de la Salut Universitat Autonoma de Barcedona
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Yocales:

Armmadans Gil, Liuis. Médico

Azpiroz Vidaur, Femando. Médico

Balasso, Valentina. Médico

Cucurull Folguera, Esther. Médico Farmacdloga

De Torres Ramirez, Ingés M. Médico

Femandez Liz, Eladio. Farmacéutico de Atencion Primaria
Fuentelsaz Gallego, Carme. Enfermera

Fuentes Camps, Inmaculada. Médico Farmacdloga
Guardia Masso, Jaume. Médico

Joshi Jubert, Nayana. Médico

Horial Ibarra, Juan Carlos. Profesor de Universidad de Derecho
lavecchia, Maria Lujan. Médico Farmacdlogo

Rodriguez Gallego, Alexis. Médico Farmacologo

Sanchez Raya, Judith. Médico

Solé Orsola, Marta. Diplomada Enfermeria

Sufie Martin, Pilar. Farmacéutica Hospital

Vargas Blasco, Victor, Médico

En dicha reunion del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplid el quorum
preceptivo legalmente.

En el caso de que se evalle algin proyecto del que un miembro sea
investigadorfcolaborador, este se ausentara de la reunion durante la discusion del

proyecto.

Lo que firmo en Barcelona a 17 de enero de 2017

MIREIA NAVARRO ‘=im=momse=mais,

s catem Lol fearicCAT 12413, m-tarveh Fublies de Cariesrn

CPUGA-Z, I=MNYARRD SERASTIAN, ghvenfirme—WIFEIL,
SEBASTI'&.N il b — 0 1 T, o BARELE RAVLRCS SRR TN
Fache U70LI7 151140 40107

Sra. Mireia Navarro
Secretaria CEIm
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