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DA: Ductus arteriosus
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DAP: Ductus arteriosus persistente
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PG: Prostaglandina

PGI: Prostaciclina
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ROP: Retinopatia de la prematuridad?

RVP: Resistencia vascular pulmonar

Sd: Sindrome

SDR: Sindrome de distrés respiratorio

TGF- B: Factor beta de crecimiento de transformacion
TPO: Trombopoyetina

TXA:z: Tromboxano A;

VEGF: Factor de crecimiento vascular endoteliall
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Resumen

Thrombocytopenia as risk factor for patent ductus
arteriosus in preterm infants

BACKGROUND: Despite decades of research, the persistence of a patent ductus
arteriosus (PDA) in very preterm infants is still presenting challenges in terms of
pathobiology and clinical implications. One of the most remarkable recent contributions
to our knowledge of the pathobiology of PDA has been the elucidation by Echtler et al. of
the role played by platelets in its closure (Echtler et al, 2010). These authors proposed a
model of closure of the ductus arteriosus (DA) in mice, in which the initial constriction
results in changes in the vascular wall, which adopts a prothrombotic phenotype. This
triggers the accumulation of platelets, leading to the formation of a platelet plug that
seals the lumen. The formation of this platelet plug is a critical step, linking the initial

reversible constriction and final anatomic remodeling of the DA.

Echtler et al. (2010) also performed a retrospective evaluation of the relationship
between thrombocytopenia (defined as platelet count<150 x 10 °/L) on the first day of
life and DA closure on the third to fifth day of life in a group of infants born at 24-30
weeks gestation. In a logistic regression model, low platelet count was identified as an
independent predictor of hemodynamically significant PDA (HSPDA). Since the
publication of the above study, several additional studies in preterm infants have been
performed. Some of these investigations (Dizdar y cols, 2012; Dani y cols., 2010)
confirmed the findings of Echtler et al., whereas others (Fujioka y cols.,, 2011; Sallmon y
cols,, 2012; Shah et al, 2011) produced discordant observations and do not suggest that
thrombocytopenia in the first days of life consistently results in HSPDA. Additional
series of patients are required to resolve this controversy. The present Thesis reports on
a new cohort of preterm infants in which the relationship between platelet counts and
PDA was analyzed. In addition, we combined in a meta-analysis our results with those of

previously published studies .
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Resumen

METHODS: The first study was a retrospective study that was aimed at evaluating
platelet count in the first two days of life count and DA status in a cohort from 194
infants born at 24-30 weeks gestation in a tertiary hospital. The rate of response to the
treatment of cyclooxygenase (COX) inhibitors was also evaluated. We used multivariable
logistic regression modeling to determine whether there was an independent
relationship between platelet count and the presence of HSPDA on day 3. The second
part of this thesis consists of a meta-analysis, which combines our results with all the
studies reported to date addressing the association between low platelet counts and the

presence of a PDA/HSPDA.

RESULTS: Median platelet count nadir and rate of thrombocytopenia-defined as platelet
count < 150 x 10%/L and graded as mild (100 x 10°/L to < 150 x 10%/L), moderate (50 to
< 100 x 10°/L) and severe (< 50 x 109/L)- within the first 2 days of life were not
significantly associated with the presence of HSPDA on day 3. Moreover, low platelet
counts, either on days 1-2 or 3-7, were not significantly associated with the rate of

response to treatment with COX inhibitors.

Meta-analysis showed a significant positive association between PDA and platelet counts
<150 x 109/L [6 studies, risk ratio (RR) = 1.215, 95% CI: 1.027-1.436], between PDA
and platelet counts <100 x 109/L (5 studies, RR = 1.255, 95% CI: 1.034- 1.525), and
between HSPDA and platelet counts <100 x 109/L (5 studies, RR = 1.254,95% CI: 1.021-

1.540). The association between HSPDA and platelet counts <150 x 109/L was not
statistically significant (6 studies, RR = 1.289, 95% CI: 0.925-1.795).

CONCLUSION: In our cohort, we could not demonstrate any significant association
between platelet counts within the first days of life and either spontaneous or
pharmacological closure of the DA in very preterm infants. Nevertheless the Meta-
Analysis, reveals a marginal but significant association between low platelet counts in

the first days of life and PDA/HSPDA in very preterm infants.

Xviii



Resumen

Trombocitopenia como factor de riesgo del ductus
arteriosus persistente del recien nacido pretérmino

ANTECEDENTES: A pesar de los esfuerzos y las décadas de investigacion, el ductus
arteriosus del prematuro continda siendo un desafio en términos de patobiologia y
consideraciones clinicas. Uno de las contribuciones mas recientes e importantes al
conocimiento de la biologia del ductus arteriosus persistente (DAP) ha sido la
aportacion de Echtler y cols. sobre el papel de las plaquetas en su cierre (Echtler et al.,
2010). Dichos autores proponen un modelo de cierre del ductus arteriosus en ratones,
en los que la constriccidn inicial resulta en cambios en la pared que adopta un fenotipo
protromboético. Este proceso desencadena el reclutamiento, la acumulacién y la
activacion de plaquetas circulantes en la luz residual del ductus arteriosus (DA) y la
formacién de un coagulo que sella el cierre de la luz residual del DA y supone un paso

crucial en el cierre definitivo del DA.

Echtler y cols. analizaron en el mismo estudio (2010) de forma retrospectiva la relacién
entre la trombocitopenia (definida como plaquetas <150 x 10%/L ) en el primer dia de
vida y la presencia de un Ductus Arteriosus Persistente hemodindmicamente
significativo (DAP-HS) entre el tercer y el quinto dia de vida en una cohorte de 124 RNP
entre 24 y 30 semanas de edad gestacional. En un modelo de regresién logistica, se
identific6 la trombocitopenia como unico factor de riesgo independiente para la
presencia de DAP-HS. Desde la publicacion de este trabajo, varias cohortes han sido
publicadas. Aunque los resultados clinicos de Echtler han sido confirmados por unos
autores (Dizdar y cols, 2012; Dani y cols.,, 2010), también han sido publicados otros
estudios retrospectivos de cohortes que no encuentran tal asociaciéon entre
trombocitopenia en los primeros dias y DAP-HS. (Fujioka y cols.,, 2011; Sallmon y cols.,
2012; Shah y cols,, 2011). Se precisa un mayor numero de pacientes para resolver esta
controversia. La presente Tesis muestra una nueva cohorte de Recien Nacidos
Prematuros (RNP) en los que se analizd la relacién entre recuentos plaquetarios y DAP-
HS. Ademas, se han combinado en un metaanalisis nuestros resultados con los

publicados previamente por otros autores.
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Resumen

METODOS: El primer trabajo consiste en un estudio retrospectivo en el que se evalian
los recuentos plaquetarios en los primeros 2 dias y el estado del DAP en una cohorte de
194 nifios nacidos entre las 24 y 30 semanas de edad gestacional en un hospital
terciario. También se evalué el grado de respuesta al tratamiento con inhibidores de la
ciclooxigenasa (COX). Se emple6 un modelo logistico de regresién multivariable para
determinar si la trombocitopenia era un factor independiente para la presencia de DAP-
HS al 32 dia. La segunda parte de esta Tesis consiste en un metaandlisis en el que se
combinan nuestros resultados con los de otras cohortes publicadas hasta la fecha, en las

que se ha estudiado la relacidn entre recuentos bajos de plaquetas y DAP/DAP-HS.

RESULTADOS: El nadir plaquetario y el riesgo de trombocitopenia -definida como
recuento plaquetario <150 x 10°/L y clasificada en leve (100 x 10°/L a <150 x 109/L),
moderada (entre 50 y 100 x 10%/L) y severa (< 50 x 10%/L)- durante los 2 primeros dias
de vida no se asocié de forma estadisticamente significativa con la presencia de DAP-HS
al 32 dia. Del mismo modo, los recuentos de plaquetas, tanto en los dias 1-2 como 3-7, no
se asociaron de manera significativa a la respuesta al tratamiento con inhibidores de la

COX. El metaandlisis que incluy6 un total de 3479 RNP mostré una asociaciéon positiva
entre el DAP y los recuentos plaquetarios <150 x 109/L [6 estudios, riesgo relativo (RR)
= 1.215, 95% CI: 1.027-1.436], entre DAP y recuentos plaquetarios <100 x 109/1 (5
estudios, RR = 1.255, 95% CI: 1.034- 1.525), y entre DAP-HS y recuentos plaquetarios
<100 x 109/L (5 estudios, RR = 1.254, 95% CI: 1.021-1.540). La asociacién entre DAP-HS

y recuentos plaquetarios <150 x 109/L no fue estadisticamente significativa (6 estudios,

RR =1.289,95% CI: 0.925-1.795).

CONCLUSIONES: En nuestra cohorte no pudimos demostrar asociaciéon alguna entre
recuento plaquetario en los primeros dias de vida y el cierre tanto espontdneo como
farmacolégico del DAP en RNP. Sin embargo, el metaanalisis muestra que un recuento
bajo de plaquetas en los primeros dias aumenta de forma modesta, pero

estadisticamente significativa, el riesgo de presentar tanto DAP como DAP-HS.
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Introduccion

I1. INTRODUCCION

1. El ductus arteriosus en la circulacion fetal y neonatal.

El ductus arteriosus (DA) es una importante estructura vascular fetal que
comunica la primera parte de la aorta -5-10 mm distal al origen de la arteria
subclavia izquierda- con la arteria pulmonar principal, cerca del origen de la rama
pulmonar izquierda. El DA deriva de la porcién dorsal del sexto arco adrtico,
ejerciendo su funcién desde la 62 semana de gestacién hasta el nacimiento,
momento en el que se inicia su cierre (Stoller y cols., 2012; Bergwerffy cols., 1999,

Dzialowski y cols., 2011)

Durante la vida fetal, la funcién respiratoria y nutricional es llevada a cabo por
la placenta. El patrén circulatorio fetal se caracteriza fundamentalmente por la
existencia de cortocircuitos derecha-izquierda y una elevada resistencia vascular
pulmonar (RVP) (Rudolph y Heymann, 1968; Cassin y cols, 1964). Como
consecuencia, la sangre que llega al ventriculo derecho evita su entrada a las
arterias pulmonares pasando a través del DA alcanzando asi la aorta descendente.
En el feto el DA es un vaso de vital importancia cuyo tamafio es similar al de la aorta
y por el que pasa un 80-90% de la sangre de la circulacién umbilico-placentaria

(Heymann y Rudolph 1975, Rudolph AM., 2009).

El patrén circulatorio fetal, caracterizado (Figura 1) por la presencia de una
RVP elevada y cortocircuitos derecha-izquierda a través del foramen oval y el DA, es
sustituido al nacimiento por el patrén circulatorio propio de la vida postnatal y que
se caracteriza por una circulacién en serie, con baja RVP y sin comunicaciones entre
los lados derecho e izquierdo. El descenso de las RVP y el cierre del DA son,
probablemente, los dos cambios mas significativos en la transicidon circulatoria
perinatal. (Rudolfy Heymann, 1968; Cassin y cols., 1964; Rudolph, 1970; Dzialowski y
cols, 2011). Las alteraciones en el proceso de descenso de la RVP dan lugar al
sindrome de hipertension pulmonar persistente neonatal mientras que las
alteraciones en el cierre del DA dan lugar al DA persistente (DAP).

23
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Los términos DA (o conducto arterioso) persistente, persistencia del DA y DA
permeable o patente se han utilizado indistintamente en la literatura cientifica para
designar un DA que permanece abierto y presenta flujo a su través (Golombek y cols.,
2008). En la presente Tesis utilizaremos el término DAP para designar todas las
situaciones en el que el DA permanece abierto, independientemente de su posible
significacién  patolégica. = Asimismo,  utilizaremos el término  DAP
hemodindmicamente significativo (DAP-HS) para referirnos a aquellas situaciones

en las que el DAP implica alteraciones fisiopatoldgicas o clinicas.

En un 50% de los recién nacidos a término (RNT) sanos el cierre funcional del
DA tiene lugar dentro de las primeras 24 horas y, practicamente en el 90%, ya se
encuentra cerrado al 32 dia (Gentile y cols, 1981; Lim y cols,, 1992). De ahi, que un
DAP en los primeros 3 dias de vida podria ser considerado un shunt fisiolégico tanto

en nifios a término como en prematuros (Skinner, 2001).

Cuando se considera el DAP como una entidad patolégica, resulta fundamental
diferenciar entre el DAP del RNT y el DAP del recién nacido prematuro (RNP). El
primero es una consecuencia de una alteracién -primaria o adquirida- del
desarrollo. Es decir, el DAP del RNT es la consecuencia de un desarrollo anémalo. En
estos casos, determinadas alteraciones genéticas o infecciones congénitas pueden
encontrarse en la génesis del trastorno (Békemkamp y cols., 2010). El DAP en nifios
mayores mas alld de los 3 meses, se caracteriza histolégicamente por una elevada
cantidad de elastina y la presencia de una ldmina elastica subendotelial

andémalamente desarrollada.

Por su parte, el DAP del RNP es la consecuencia de un desarrollo no anémalo
sino insuficiente. El DA se prepara para su cierre mediante un delicado programa de
desarrollo que le permite permanecer abierto durante la vida fetal y cerrarse al

nacimiento. El nacimiento prematuro sorprende al DA con este programa adn
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incompleto (Stoller y cols., 2012; Bergwerf{fy cols., 1999). A partir del momento del
nacimiento el DA debe avanzar hacia su cierre con una maquinaria contractil y
proliferativa insuficientemente desarrollada y unas condiciones circulatorias y
respiratorias muy diferentes a las fetales. La presente Tesis estd exclusivamente

centrada en el DAP del prematuro.

Ductus Arteriosus

Placenta Aorta

Foramen Cval

Arteria Pulmonar

Ductus Venosus

\ena del
Cordén Umbilical

[l Sanare Rica en Oxigeno Arterias del
Cordén Umbilical

Umbilical

. Sangre con poct Oxigeno
. Sangre Mezclada

Figura 1. Esquema de la circulacién fetal.
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1.1. Biologia del DA.

Como ya hemos referido anteriormente, el DA del RNP se distingue por
presentar una respuesta a los estimulos vasoactivos propia del feto. Por tanto, para
entender las dificultades del DA del RNP para cerrarse debemos entender los
mecanismos que mantienen el DA abierto en la vida fetal y que propician su cierre al
nacimiento. Si quisiéramos sintetizar al maximo la biologia del DA podriamos
reducirla a la interaccidon de un vasoconstrictor —el oxigeno- y un vasodilatador- las
prostaglandinas (PGs) (Dzialowski y cols, 2011). Sin embargo, debemos tener en
cuenta que las células musculares lisas y endoteliales del DA producen y responden a
numerosos factores vasoactivos que en muchos casos van a modular la accién de
oxigeno y PGs. En las siguientes paginas analizaremos con detalle los principales

factores vasoactivos que participan en el control del tono del DA.

a) Oxigeno

Como ya hemos mencionado previamente, el DA se distingue de los
grandes vasos que lo rodean por un origen embriolégico diferenciado -el 62 arco
aodrtico- y por una exquisita sensibilidad al oxigeno (Bergwerffy cols., 1999).
Esta sensibilidad al oxigeno proviene de la importante poblaciéon de células
musculares lisas que, originadas en la cresta neural, migran hacia el DA. Las
bajas tensiones de oxigeno, propias de la vida fetal, mantienen el DA relajado.
Tras el nacimiento, el incremento en las tensiones de oxigeno es uno de los
factores cruciales para inducir la contraccién del DA que provoca su cierre
funcional (Weir y cols.,, 2005; Kech y cols., 2005). Desde hace mas de 50 afos se
tiene conocimiento que en poblaciones con elevada altitud, donde los niveles
atmosféricos de oxigeno son menores, la incidencia de DAP es mayor
(Alzamora-Castro y cols., 1960). De hecho, la relevancia del oxigeno en el cierre
del DA fue ya intuida por Eduard Jorg en 1835 (Obladen, 2011). En el momento
actual disponemos de mucha informacién sobre como el oxigeno contrae el DA
(Weir y cols., 2005; Keck y cols., 2005), sin embargo, nuestro conocimiento del

proceso esta todavia lejos de ser completo.
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Las células musculares lisas del DA pertenecen a un grupo de células
especializadas en sentir y responder a cambios sutiles en la presién parcial de
oxigeno. Ademas del DA, las células del cuerpo carotideo y las células
musculares lisas de las arteriolas pulmonares precapilares y de las arterias
fetoplacentarias pertenecen a este grupo (Perez-Vizcaino y col, 2010; Cogolludo
y cols, 2009; Weir y cols, 2005). Las células del cuerpo carotideo son
responsables de la respuesta ventilatoria a la hipoxemia mientras que las
células musculares lisas de las arterias pulmonares y fetoplacentarias poseen un
mecanismo de vasoconstriccion hipéxica que permite acoplar la circulaciéon con
la ventilacién en el pulmén y con la circulacién en la placenta. Estos procesos de
vasoconstriccion pulmonar hipdxica (VPH) y vasoconstriccién feto placentaria
hipéxica derivan la sangre a las zonas mejor ventiladas del pulmén y mejor
perfundidas de la placenta. Existen numerosas evidencias experimentales que
indican que los mecanismos responsables del reconocimiento de la tensidn de
oxigeno y la sefializacién de las respuestas vasoconstrictoras pulmonar y feto
placentaria a la hipoxia son similares a los mecanismos responsables de la
respuesta del DA a la normoxia. Esto es particularmente valido para la VPH y la
contraccién normoxica del DA; los dos procesos mejor estudiados y conocidos
(Perez-Vizcaino y cols.,, 2010; Cogolludo y cols., 2009; Weir y cols., 2005; Moreno y
cols, 2014). A continuacién analizaremos las dos hip6tesis propuestas para
explicar la contracciéon normoxica del DA. Ambas hipoétesis identifican distintos

sensores de oxigeno, mediadores y efectores de la respuesta.

+ Hipotesis del estado redox y canales idnicos

Esta hipétesis identifica la mitocondria como el sensor de oxigeno
(Figura 2). La cadena de transporte de electrones y/o la NADPH oxidasa
mitocondrial responderian al incremento en las tensiones de oxigeno con
un aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno,
particularmente de anién superoéxido (Cogolludo y cols, 2009; Tristani-

Firouziy cols.,, 1996, Michelakis y cols., 2000).

La NADPH oxidasa de membrana también actia como fuente

adicional de superoxido (Weir y cols.,, 2005). El superéxido es una molécula
27
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altamente inestable que es rapidamente degradada a H20; por accién de la
superoxido dismutasa (SOD). El H20; seria el mediador de la respuesta a
través de su actuacion sobre diversos efectores (Figura 2). El principal
efector propuesto es una familia de canales de potasio voltaje-
dependientes (Ky, particularmente Ky7) y sensibles al estado redox de la
célula (Cogolludo y cols., 2009; Tristani-Firouzi y cols.,, 1996, Michelakis y
cols.,, 2000). E1 H20; produciria el cierre de estos canales lo que conduciria
a una despolarizacién de la membrana celular. Esta despolarizacién
induciria la apertura de canales de calcio (tipo L) operados por voltaje. A
través de estos canales, el calcio extracelular entraria al interior de la
célula. El incremento de la concentracién de calcio intracelular es el
estimulo que daria lugar a la contraccién. Ademads de los canales Kv otro
posible efector seria el sistema Rho/Rho-quinasa cuya activacién trae
consigo un incremento de la sensibilidad al calcio de la maquinaria
contractil debida a una persistente fosforilacién de la cadena ligera de

miosina (Clyman y cols., 2007; Hong y cols., 2006; Kajimoto y cols., 2007).

Por ultimo, la liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico, con el
consiguiente incremento de calcio intracelular, asi como la activacion
directa por el oxigeno, de los canales de calcio tipo L han sido también

propuestos como mecanismos efectores (Thébaud y cols., 2008).

Muy recientemente este esquema basado en la mitocondria y
NADPH-oxidasa como sensores, el H202 como mediador y los canales Kv, la
Rho-quinasa como efectores ha recibido dos interesantes aportaciones.
Hong y cols. (2013) demostraron que el incremento de la tension de
oxigeno induce un proceso de fisibn mitocondrial. Las mitocondrias
resultantes de esta fisiobn producen mayores cantidades de especies
reactivas de oxigeno que sus predecesoras. La segunda aportacién viene
de la mano de Moreno y cols. que han demostrado el importante papel de

la ceramida en el proceso de contraccién normoéxica del DA (Moreno y cols,,
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2014). La ceramida es un esfingolipido que se sintetiza a partir de la
esfingomielina de la membrana a través de una familia de enzimas
denominadas esfingomielinasas. La inhibicién de la esfingomielinasa
neutra (nSMase) produce una marcada reduccién de la contraccién
normoxica del DA. Al ser la nSMase un enzima que es activada por especies
reactivas de oxigeno se especula con la posibilidad de que la produccion
de ceramida sea un mecanismo amplificador de la accién de estas especies

producidas por el sensor mitocondrial.

0:
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Figura 2. Esquema ilustrativo (adaptacién con permiso de Cogolludo y cols.) que muestra los pasos para
la constriccion del DA, mostrando la mitocondria como sensor, el H202 como mediador y los canales Ky y
el sistema Rho kinasa como efectores.
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X Hipétesis del citocromo P450/ Endotelina-1

Esta hipoétesis propuesta por el grupo de Coceani y cols. (Coceani y
cols., 1999; Baragatti y cols, 2011; Coceani y cols., 2012) postula que el
sensor de oxigeno es el CYP3A13, una enzima monooxigenasa de la
familia 3A del grupo del citocromo P450. La activaciéon de este enzima
por el oxigeno traeria consigo la producciéon de un mediador intermedio
no identificado que induciria un incremento en la produccién del
polipéptido vasoconstrictor endotelina-1. De forma adicional, se postula
un efecto directo del oxigeno en la producciéon de endotelina-1 que
podria servir como mecanismo amplificador (Baragatti y cols, 2011;
Coceani y cols., 2012). Las dos hipétesis expuestas no son mutuamente
excluyentes ya que la endotelina-1 puede tener parte de su accién a
través de un incremento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (Pérez-Vizcaino y cols., 2010), por lo que puede interferir en la
funcion de los canales de potasio (Kech y cols., 2005; Coceani y cols. 1999)
o utilizar la Rho-quinasa como via de senalizacion de la respuesta

contractil (Budzyn y cols., 2006).

b) Prostaglandinas

Las prostaglandinas (PGs) son derivados del 4acido araquidénico

producidos por la accién de las enzimas PG endoperéxido H sintetasa 1y 2,

conocidas comunmente como ciclooxigenasa (COX) 1 y 2. Aunque ambas

isoformas estan presentes en el ductus, la COX-1 tiene un papel predominante

en el mantenimiento del DA en la etapa fetal. La expresién de estas enzimas

aumenta al incrementarse la edad gestacional, lo cual produce mas PGE>. Loftin

y cols,, (2001) demostraron que en ratones transgénicos que no expresaban

ninguna de las isoformas de la COX, no se observaron alteraciones del DA en el

momento previo al nacimiento. Tal hecho nos pone de manifiesto que las

prostaglandinas maternas son suficientes para mantener el DA abierto.
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De los diversos prostanoides producidos por la via de la COX, la PGE, es
el principal vasodilatador ductal. La PGE; regula el tono del DA mediante la
interacciéon con cuatro receptores distintos conocidos como EP1, EP2, EP3 y
EP4 (Bouayad y cols,, 2001; Leonhard y cols.,, 2003; Narumiya y Fitzgeral, 2001).
La estimulacién de los receptores EP2 y EP4 trae consigo la activacién de la
adenilato ciclasa con el consiguiente aumento de los niveles de AMPc. El AMPc
producira la relajacion del DA. Los niveles intracelulares de AMPc son
controlados por las fosfodiesterasas, enzimas responsables de su degradacion.
La prostaciclina (PGI2) es otro producto de la COX que también induce
relajacion ductal aunque su papel en el control del tono y cierre del DA es menos
relevante que el de la PGE; (Schneider y Moore, 2006). La placenta es la
principal fuente de PGs. Debido al reducido aclaramiento pulmonar, las PGE, y
las PGI, producidas por la placenta, alcanzan su maxima concentracion en el
dltimo trimestre del embarazo. Tras el nacimiento, los niveles de PGE; y PGI,
disminuyen debido al metabolismo en los pulmones ahora funcionantes. El
papel relevante de las PGs en el mantenimiento del DA tiene importantes
connotaciones terapéuticas. La indometacina y el ibuprofeno, dos inhibidores de
la COX, son los farmacos utilizados en el tratamiento del DAP. Asimismo,
estudios tanto experimentales como clinicos (Moise, 1993; Vermillion y cols.,
1997) han demostrado que la administracién materna de antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) produce la contraccién del DA en fetos de mas de 31

semanas de gestacidn.

c) Otros factores vasoactivos en el control del tono del DA

Ademas del oxigeno y las PGs, el DA es sensible a una gran variedad de
estimulos vasoactivos incluyendo, entre otros, el 6xido nitrico (NO) (Momma y
cols,, 1999; Clyman y cols.,, 1998) el monoxido de carbono (Fay, 1971; Coceani y
cols,, 1997; van der Sterren y cols., 2011), el acido sulfhidrico (van der Sterren y
cols., 2011), el tromboxano A,, los isoprostanos (van der Sterren y cols.,, 2010), la
bradiquinina, la serotonina, las catecolaminas, o la ya mencionada
anteriormente endotelina-1 (Smith 1998). El papel de estos factores en el
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control del tono ductal varia segtin la especie estudiada. Sin embargo, en general
se puede apreciar un patrén de disminucién progresiva con la edad fetal de la
respuesta a los factores vasodilatadores y de aumento de la respuesta a los
factores vasoconstrictores (Dzialowski y cols., 2011). No obstante, el papel de
todos estos factores vasoactivos parece secundario cuando se comparan con
oxigeno y PGs. Resulta interesante destacar que muchos de estos factores

vasoactivos ven modificada su actividad por las tensiones de oxigeno.

1.1.2. El cierre del DA

En el momento del nacimiento, al establecerse el patron circulatorio postnatal,
el DA ya no es necesario y se produce su cierre. Cuando se analiza el proceso de
cierre del DA se diferencian, de modo clasico, dos etapas: el cierre funcional y el

cierre anatémico del vaso.

El cierre funcional es un proceso de vasoconstriccion como resultado de un
aumento de la tensién de oxigeno y una disminuciéon de PGs circulantes y locales.
Esta vasoconstricciéon provoca una profunda isquemia-hipoxia en la tinica media
vascular que es el primer paso para el cierre anatémico permanente (Clyman 2006;
Clyman y Chemtob 2010). La proliferaciéon de células endoteliales, junto a una
migracion de las células musculares de la tinica media hacia la intima, da lugar a la
formacién de una neointima. La hipoxia inhibe la produccién de PGE, y NO e induce
la produccion local de factores de crecimiento como el factor beta de crecimiento de
transformacién (TGF-B) y factores de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
(Clyman y cols., 2006). Ambos factores y con mas protagonismo éste ultimo, jugaran
un papel temprano en la remodelacién ductal, estimulando la proliferacién de

células endoteliales a nivel de la intima con la consiguiente oclusién de la luz del DA.
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1.1.3. El DA del prematuro

Como ya hemos mencionado anteriormente, el DA del prematuro es menos
sensible a la accién vasoconstrictora del oxigeno y mas sensible a la accién
vasodilatadora de las PGs. Es mas, en el prematuro (Figura 3), ain cuando exista una
constriccion del DA, el grado de hipoxia que se alcanza en la tinica media es inferior
al presente en el RNT (Clyman 2006; Clyman y Chemtob 2010). Para comprender
este fendmeno es preciso entender las diferencias estructurales del DA en el RNP y
en el RNT. El DA del RNT esta dotado de vasa vasorum. La contraccién ductal ocluye
estos vasos con lo que una importante parte de la media queda sometida al estimulo
hip6xico. Aunque se mantenga una luz ductal residual, el oxigeno que difunde no
alcanza distancias mayores de 400-500 um de la luz (Hermes-DeSantis y cols., 2006).
En el DA de un prematuro extremo (por ejemplo, 24 semanas de gestacién), la
pared ductal mide aproximadamente 200 um de grosor. Los vasa vasorum finalizan
en la adventicia y no penetran hasta la capa media, nutriéndose esta delgada pared
vascular a través del lumen. Como consecuencia de estas diferencias estructurales,
durante el cierre del DA en el RNP, no existe una zona vulnerable de isquemia en la
pared ductal que suponga el nivel 6ptimo de hipoxia necesario para el inicio del
remodelado que es esencial en el cierre definitivo del DA (Clyman 2006; Clyman y

Chemtob 2010).
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Pared ductal en el feto a término Cierre ductal en el RN a término
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Figura 3. Esquema de cortes transversales de la pared del ductus arteriosus en el feto a término, en
el RNT y en el RNP de 24 semanas de edad gestacional. Obsérvese como la constriccién posnatal del
ductus arteriosus en el RNT da lugar a una contraccién de las células de la capa media musculares
con la consiguiente compresion de los vasa vasorum. La hipoxia/isquemia del area ductal supone un
estimulo para la proliferacion de células endoteliales.

1.1.4. Plaquetas y DAP

En el afo 2010 Echtler y colaboradores publicaron una muy interesante
aportacién al conocimiento de la biologia del DA, cuyo cierre se compara con un
proceso trombdtico. Los autores proponen un modelo del cierre del DA en el que la
constriccion inicial produce cambios en la pared que adopta un fenotipo
protrombdtico con activacion endotelial y depoésito de factor de von Willebrand y
fibrin6geno. Las células endoteliales pueden separarse de la lamina elastica interna
dejando expuestas las fibras de colageno. Este proceso desencadena el
reclutamiento, la acumulacién y la activacién de plaquetas circulantes en la luz

residual del DA y la formacion de un codgulo que sella dicha luz.

Para demostrar su hipdtesis Echtler y cols. (2010) utilizaron diversas
aproximaciones experimentales. En primer lugar demostraron con técnicas de

inmunohistoquimica en el DA del ratén, la presencia alas 1, 12 y 24 horas de células
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que expresaban glicoproteinas (Gp) como la Gpllb-Ila y GpVI (ésta dltima exclusiva
de la linea plaquetaria). También identificaron potenciales sustratos para la
adhesién plaquetaria, entre los que se incluyeron fibrinégeno, coldgeno y Factor de
Von Willebrand (vWF). El wWF se encuentra de forma exclusiva en las células
endoteliales disfuncionales, de ahi que concluyeran que el cierre del DA esta
asociado con una disfuncién y denudaciéon de las células endoteliales con la

consecuente exposicién luminal de las fibras de colageno.

En otra serie de experimentos in vivo utilizando microscopia intracavital confocal
demostraron la adhesion plaquetaria a nivel de la pared endotelial. Los autores
fueron mas alld demostrando que alteraciones en las glicoproteinas plaquetarias
encargadas de la adhesién plaquetaria, asi como factores nucleares encargados de
su biogénesis, pueden influir en el cierre del DA. De este modo, hicieron uso de
ratones manipulados genéticamente en los que un déficit de Gpllb, GpVI (adhesién
plaquetaria) y factor nuclear (derivado de eritroide 2 o Nfe2) producia una

alteracion en el remodelado del DA y fracaso del en el cierre del mismo.

Todos los experimentos anteriormente referidos habian sido realizados en
modelos murinos. Tratando de responder a la pregunta de la posible
extrapolabilidad de sus resultados a los humanos, Echtler y cols. analizaron, de
forma retrospectiva, la relacién entre la trombocitopenia (definida como plaquetas
<150 x 10°/L ) en el primer dia de vida y la presencia de un DAP-HS entre el tercer y
el quinto dia de vida en una cohorte de 124 RNP entre 24 y 30 semanas de edad
gestacional. En un modelo de regresion logistica, se identificé la trombocitopenia

como Unico factor de riesgo independiente para la presencia de DAP-HS.
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2. E1 DAP del prematuro como problema clinico

2.1 Incidencia

El DAP en el RNP es inversamente proporcional a la edad gestacional y al peso
al nacimiento, siendo mas frecuente en aquellos prematuros que presentan distrés
respiratorio y no han recibido corticoides prenatales (Lemmons y cols.,, 2001). En
una primera publicacién de la “Vermont Oxford Network” (1993) que incluia 36
centros hospitalarios y un total de 2961 RNP menores de 1500 g, la incidencia de
DAP ascendia al 55-60%. En la actualidad un total de 850 hospitales de todo el
mundo componen la red Vermont Oxford y segun los datos del 2010 que incluia

53810 prematuros (datos no publicados), hasta un 64% de RNP entre 24 y 26

semanas presentaron DAP (Tablas 1y 2).
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Tabla 1. Presentacion de la incidencia de DAP (en porcentaje) en nifios menores de 1500
gramos segun la Vermont Oxford Network 2010 estratificado por peso al nacimiento.

<24 24-26 27-29 30-32 >32
PDA 37 61 64 38 16 8
(23-44) (20-100) | (43-69) | (24-50) (4-22) (0-9)

Tabla 2. Incidencia de DAP estratificado por edad gestacional segin la Vermont Oxford Network
2010. Se expresan las medias (%) y entre paréntesis los percentiles 25 y 75.
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2.2. Implicaciones hemodinamicas y consideraciones clinicas

En el periodo fetal, las elevadas RPV permiten un “shunt” pulmonar-sistémico,
mientras que en el periodo posnatal, tras descender las RPV, la persistencia del
ductus conduce a un incremento del flujo sanguineo desde la aorta a la arteria
pulmonar. Este cortocircuito de sangre izquierda-derecha supondra un incremento
del flujo sanguineo pulmonar y un secuestro de sangre de la circulacién sistémica.
Las consecuencias fisiologicas de este “robo ductal” dependeran del tamafio del

shunt y de la respuesta del corazén, pulmones y otros 6rganos.

A nivel pulmonar, el DAP incrementa el flujo sanguineo favoreciendo el edema
pulmonar y reduciendo la complianza. Con ello, el tiempo de ventilacién mecanica
se prolonga y aumentan las necesidades de oxigeno (De Felice y cols., 2009),
incrementandose probablemente el riesgo de padecer enfermedad pulmonar
créonica/displasia broncopulmonar (BPD). Asimismo, el riesgo de hemorragia
pulmonar también se encuentra incrementado en prematuros con mayor tamafo

ductal (Kluckow y cols., 2000).

El descenso del gasto cardiaco secundario al cortocircuito izquierda - derecha
lleva consigo una hipoperfusién a los 6rganos vitales. La disminucion del flujo a
nivel renal condiciona una hipoperfusion renal con la consecuente disminucién del
filtrado glomerular. Por otra parte, complicaciones gastrointestinales como la
enterocolitis necrotizante (NEC) han sido frecuentemente asociados a la
persistencia del DAP-HS (Wong y cols,, 1990). A nivel cerebral es bien conocido que
shunts importantes reducen el flujo y la oxigenacién cerebral (Lemmers y cols,
2008), hecho que puede contribuir al incremento del riesgo de hemorragia
intraventricular (HIV) y leucomalacia periventricular. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que la evidencia para relacionar la presencia de patologias (HIV, NEC, BPD)
con el DAP es controvertida ya que asociacién no implica causalidad (Smith y cols.,
2012). Cada vez mas, se cuestionan los mecanismos que subyacen en la

morbimortalidad atribuible al DA como la propia prematuridad, la redistribuciéon
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del flujo sanguineo o el propio tratamiento administrado para su cierre (Chorne y

cols.,, 2007).

Las siguientes manifestaciones clinicas (Golombek y cols., 2008) pueden estar

presentes en un ductus arterioso hemodinamicamente significativo (DAP-HS):

Taquicardia.

Precordio hiperdindamico.

Empeoramiento del estado respiratorio: taquipnea, episodios de apnea,
aumento de los requerimientos de oxigeno, dependencia de CPAP o
ventilaciéon mecanica, edema pulmonar.

Cardiomegalia.

Caida o disminuciéon de presiéon arterial media con incremento del
gradiente de presion arterial (>25-30 mmHg) por disminucién de presion
arterial diastélica.

Oliguria.

Pulsos saltones.

Soplo sistélico in crescendo a nivel infraclavicular.

Acidosis metabdlica.

Hepatomegalia.

Intolerancia digestiva.

Estancamiento ponderal.

Hipotension arterial.

Los prematuros, especialmente los menores de 1000 gramos, con un DAP-HS

desarrollaran sintomas en los primeros 2 6 3 dias tras el nacimiento. Tales

hallazgos clinicos pueden desarrollarse mas tempranamente en los nifos

tratados con surfactante debido a la reduccion de las resistencias vasculares

pulmonares con la consiguiente mejoria de la funcién pulmonar y el incremento

del cortocircuito izquierda-derecha. Los signos clinicos no son de gran valor para

diagnosticar un DAP de forma precoz (Skelton y cols, 1994). De hecho, la



Introduccion

especificidad del soplo cardiaco supera el 90 % sélo después del 62 dia, con una
baja sensibilidad en los primeros tres dias. Los RNP pueden presentar un DAP
“silente”, en el que la ausencia de soplo es la caracteristica a destacar. Ademas,
la presién diferencial o de pulso no es diferente estadisticamente en los recién
nacidos con DAP-HS (Ratner y cols.,, 1985; Evans y cols.,, 1992) y el deterioro de la
patologia respiratoria, a pesar de mostrar una alta sensibilidad, carece de
especificidad. Estos datos demuestran que el diagnéstico de DAP dependiendo
exclusivamente de los signos fisicos, resultaria tardio; es decir cuando el impacto
generado por la repercusion hemodinamica del DAP ya se ha instaurado. De ahi
que en muchos centros hospitalarios la ecografia cardiaca se recomiende en las
primeras 48-72 horas e incluso algunos autores (Evans N. 2011) han propugnado

su realizacion mas tempranamente.

2.3. Diagndstico

El diagnostico del DAP-HS se realiza en base a la clinica y a los hallazgos
ecograficos. El concepto de hemodindmicamente significativo es amplio y sujeto a

continuo debate. (Golombek y cols., 2008).

Como ya hemos mencionado, los hallazgos clinicos podrian ser de ayuda, pero
tienen el inconveniente de presentar una baja sensibilidad para el diagnéstico de
DAP-HS. Quizas la hipotension arterial sistémica, con cifras mas bajas de presiones
tanto sistélicas como diastoélicas, supone una de las caracteristicas mas especificas y

sensibles a la hora de diagnosticar el DAP-HS (Evansy cols., 1992).

El electrocardiograma no es de gran utilidad para el diagnoéstico, ya que se
encuentra normal en el 80% de los casos. Hallazgos como la hipertrofia ventricular
derecha y la hipertrofia biventricular estan presentes en el 17 y 6% respectivamente
(Evans y cols, 2004). La radiografia de térax tampoco presenta un patron
caracteristico que nos ayude al diagndstico, si bien la cardiomegalia con signos de

edema pulmonar pueden ser sugestivos de esta patologia.
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La ecografia bi-dimensional Doppler color, ha demostrado ser el método

mas seguro para diagnosticar el DAP-HS en pacientes prematuros, incluso en
aquellos que no han presentado clinica (DAP silente). La sensibilidad de este recurso
diagnostico se ha reportado de un 89% y una especificidad del 91% (Evans y cols,
2004). En la actualidad, existen numerosos datos que se emplean para diagnosticar
el DAP-HS, pero ninguno totalmente valido de manera aislada. Se describen, a
continuacion los parametros mas utilizados para el diagnéstico ecografico del DAP-

HS.

a) Tamaiio del ductus.

El didmetro transductal es uno de los parametros mayormente usado para
determinar si un DAP es hemodindmicamente significativo o no. Presenta una
alta sensibilidad (94%) y especificidad (90%) cuando se realiza por ecografia
en 2 D, disminuyendo ligeramente si se realiza la medicién de la estructura con
Doppler color. Un diametro mayor de 1.5 mm medido por Doppler color (Figura
4) es indicativo de DAP-HS, mientras que si la medicién es por ecografia 2D la

medida del DAP-HS debe ser > 1.4 mm/kg (El Hajjar y cols., 2005).

Figura 4. Ductus arterioso de tamafio 3,1 mm de didmetro. (Imagen cedida
por la Dra. Dimpna Calila Albert).
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b) Relacidén auricula izquierda/aorta (Al/Ao)

La dilatacién de cavidades izquierdas del corazén es, junto con el tamafio
ductal, una de las medidas mas usada para determinar un DAP-HS. Dicha
medicion se realiza en el plano longitudinal largo a nivel del anillo aértico con
el modo-M (Figura 5) y presenta una sensibilidad y especificidad similares al

diametro ductal.

Ratio Al/Ao > 1.4 es sugestivo de DAP-HS.

Figura 5. Corte ecografico en plano longitudinal en modo M (A) y en modo 2D (B). El indice
Al/Ao resulta de dividir las medidas o obtenidas en modo M (flechas rojas). Imagen cedida
por la Dra. Dimpna Calila Albert.

c) Flujo retrogrado holosistodlico en la aorta descendente

Es indicativo de un DAP amplio con robo sistémico a la circulacion

pulmonar. Cuanto mayor sea el flujo invertido mas repercusién existira.
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d) Patrén de flujo pulsado o continuo a través del DAP.

Altamente indicativos de la presencia de un DAP-HS. Para determinar este

patroén de flujo es necesaria la utilizacion del doppler.

e) Velocidad transductal y de flujo diastdlico de la Arteria pulmonar

izquierda postductal.

La rama pulmonar izquierda recibird el shunt izquierda-derecha
provocado por el ductus; de ahi que la aceleracion en la velocidad a nivel de
dicha rama pulmonar mayor de 0,42 m/s es un indicador de DAP-HS (EIl

Hajjar y cols., 2005).

Biomarcadores

Existe un incremento de evidencia en los ultimos afios que sugieren el papel
de biomarcadores como el BNP (péptido natriurético cerebral o de tipo B) y el NR-
pro-BNP (prohormona N-terminal del BNP) en el diagnéstico del DAP-HS. El BNP
podria constituir en el futuro una herramienta de apoyo al diagnéstico al identificar
los pacientes subsidiarios de tratamiento médico. Estos biomarcadores permiten,
asimismo, monitorizar la respuesta del DAP al tratamiento con inhibidores de la
COX, pues concentraciones de BNP<100 pg/ml (Attridge y cols.,, 2009) durante el
tratamiento con indometacina nos permiten suspender el tratamiento y no exponer
al recién nacido prematuro a un mayor nimero de dosis. Es interesante destacar
que los niveles plasmaticos de NT-pro-BNP y troponina T se encuentran elevados
en RNP<32 semanas con DAP que desarrollan HIV grave y muerte comparados con
los que no presentan complicaciones (El-Khuffash y cols, 2008). El futuro y las
proximas investigaciones terminaran por dilucidar el papel de los biomarcadores en

el diagndstico y tratamiento del DAP-HS en RNP.
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2.4. Tratamiento del DAP-HS

Clasicamente y durante mas de 3 décadas los neonatélogos han estado
convencidos de que un DAP-HS debia ser cerrado en los RNP con el fin de evitar las
complicaciones. La Sociedad Iberoamericana de Neonatologia recomend6 en un
consenso (Golombek y cols., 2008) que todo DAP-HS siempre deberia tratarse para
evitar un incremento en la morbimortalidad de esta poblacién. Sin embargo, en los
ultimos afios varios autores (Benitz, 2012 ; Bose y cols.,, 2007) han hecho hincapié en
la falta de evidencia cientifica en el tratamiento del DAP-HS y la aparicién de
complicaciones ulteriores asociadas en mayor medida al tratamiento quirurgico del
DAP-HS. No existen guias de recomendacién mundiales con una aceptacién amplia, y
las pautas de tratamiento cambian entre los distintos paises, centros e incluso entre

los distintos profesionales del mismo centro.

2.4.1 Tratamiento médico del DAP-HS

Hasta la fecha existen comercializados dos farmacos inhibidores no
selectivos de la enzima ciclooxigenasa como son la indometacina y el
ibuprofeno. La eficacia de estos fArmacos depende de la edad gestacional a la
que se administren. Asi, estos AINES son menos eficaces para el cierre del DAP-
HS en los prematuros extremos, hecho a menudo atribuido a la inadecuada

contraccion de las células musculares lisas.

La indometacina ha sido el tratamiento farmacolégico utilizado
convencionalmente para cerrar el DAP-HS. Sin embargo, a pesar de su eficacia
demostrada, su uso se ha asociado a complicaciones derivadas de la
disminucién que provoca en la perfusion cerebral, renal y mesentérica. En los
afios 90 se generalizo el uso de la administracion profilactica de la indometacina
(administradas en las primeras 6-8 horas de vida), dado que algunos autores
(Ment y cols.,, 1994) propugnaron junto a la disminucion de la apariciéon del DAP
una reduccion en la incidencia de HIV grave. Posteriormente varios ensayos

clinicos (Schmidt y cols.,, 2001) y una revision de la Cochrane (Fowlie y cols,
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2010) han demostrado que el beneficio en la disminucién de HIV grave no se
acompafia de una mejoria en el neurodesarrollo a largo plazo. De ahi que la
recomendacidn de la administracién profilactica de indometacina en el 12 dia de
vida ha sido abandonada ya que expondriamos a muchos RNP a un farmaco
innecesario (60% de los DAP en el 12 dia se cerrardn espontdneamente) y no

exento de efectos secundarios.

En los ultimos afios, se ha utilizado profusamente otro inhibidor de la COX
de administracién intravenosa como es el ibuprofeno. Hay que destacar que
estudios recientes demuestran que su administracién oral es igual de efectiva
(tasa de éxito entre 60-80%) sin mas efectos secundarios (Gokmen y cols., 2011,
Neumann y cols,, 2012). El ibuprofeno presenta igual tasa de éxito (60-80%) en
el cierre del DAP-HS que la indometacina pero en los ensayos clinicos se
observé menor incidencia de oliguria y NEC. Pezzati (Pezzati y cols., 1999)
demostro que el ibuprofeno no reducia significativamente la velocidad del flujo
sanguineo cerebral ni mesentérico. Sin embargo, la administracion profilactica
con ibuprofeno se ha asociado a casos de hipertensiéon pulmonar (especialmente
la forma Trometanol) (Gournay y cols, 2002), y en algunos estudios se ha
observado que la incidencia de BPD (Van Overmeire y cols., 2000; Sosenko y cols.,
2012) es mayor en los pacientes tratados con este inhibidor de la COX. En
cuanto a la farmacocinética, el ibuprofeno se encuentra casi en un 95% de su
concentracion ligado a la albimina y se sabe que compite por su unién con la
bilirrubina. Sin embargo, el uso del ibuprofeno no ha supuesto un incremento
en la tasa de kernicterus en los pacientes tratados e incluidos en los ensayos
clinicos, ni se ha observado un aumento en la incidencia de ictericia en los
pacientes tratados. Debido a las caracteristicas descritas, el ibuprofeno
constituye hoy en dia uno de los farmacos de eleccion para el cierre

farmacolégico del DAP-HS.

Como ya hemos mencionado, la tasa de cierre ductal de indometacina e

ibuprofeno es similar, entre un 60-80%. En caso de fracaso de cierre tras un
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primer ciclo de inhibidores de la COX, una segunda tanda de tratamiento esta
indicado. En este caso, la tasa de éxito de cierre de ambas drogas se sitlia en

torno a un 44%. Las dosis recomendadas de ambos inhibidores de la COX se

exponen en las tablas 3 y 4.

Indometacina ,

22 dosis (mg/kg)

Tabla 3. Pauta recomendada de la indometacina.

Ibuprofeno
(dosis administradas cada 12 h)

22 dosis (mg/kg) 5

Tabla 4. Pauta recomendada del ibuprofeno.

Las contraindicaciones del tratamiento médico con indometacina e ibuprofeno

son:

- Insuficiencia renal: oliguria <0.5 ml/kg/h o creatinina >1.8 mg/dL (de
elecciéon el ibuprofeno por no presentar efectos renales).

- Trombocitopenia <25000 (valorar transfusién).

- Hemorragia activa o HIV.

- Enterocolitis necrotizante.
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En los dltimos afios, el paracetamol se ha postulado como una nueva
alternativa al cierre del DAP-HS. Desde la aparicién de los primeros casos
clinicos publicados (Hammerman y cols,, 2011) en los que se objetivaba el cierre
a las 48 horas en 5 pacientes en los que el ibuprofeno habia fracasado, no han
cesado de aparecer publicaciones (Yurttutan y cols, 2013; Oncel y cols., 2012)
que confirman tal hallazgo. Recientemente ha sido publicada una revision de la
Cochrane (Ohlsson y Shah, 2015) que concluye que el paracetamol de
administracién oral parece ser tan efectivo para el cierre del DAP-HS como el
ibuprofeno oral. Sin embargo, deben realizarse un mayor numero de estudios
que diluciden los posibles efectos secundarios a nivel neurolégico, pues se ha
relacionado la administracion prenatal de paracetamol a la aparicién de autismo

en edades ulteriores.

2.4.2 Tratamiento conservador del DAP-HS.

El manejo conservador del DAP-HS incluye todos aquellos procedimientos
orientados a la disminucién del shunt izquierda-derecha sin tratamiento con
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas. Se recomiendan medidas
conservadoras como la restriccién hidrica (110-130 ml/kg/dia) (Mosalli y Paes,
2010), la administracién de dopamina o el uso CPAP con PEEP elevada. Otras
medidas de tipo conservador podrian ser el mantener un hematocrito superior a
35% o una hipercapnia permisiva. Un metaanalisis no mostré ventajas del uso de
dopamina en nifios tratados con indometacina en lo referente a la reduccion de la
oliguria o el incremento de creatinina (Cooke y cols., 2003). El uso de diuréticos
como la furosemida estd desaconsejado por favorecer la producciéon renal de

prostaglandinas y por tanto contribuir al mantenimiento del ductus abierto.

El Unico ensayo clinico aleatorizado que hasta la fecha ha comparado el

tratamiento del DAP sintomatico con el manejo conservador concluyé que el



Introduccion

grupo con cierre terapéutico presentaba una menor necesidad de ventilacién

mecanica y menor tendencia a desarrollar NECy ROP (Cotton y cols.,, 1978).

2.4.3. Tratamiento quirirgico del DAP-HS

Una de las opciones terapéuticas del DAP ha sido clasicamente la cirugia, que
puede ser llevada a cabo en la misma unidad de Cuidados Intensivos. Algunos
autores abogan por realizar dicha intervencion en aquellos prematuros que han
presentado un fracaso del tratamiento médico para el cierre de un DAP-HS con
gran repercusion clinica. El cierre quirdrgico a pesar de ser un procedimiento
sencillo que puede incluso realizarse a través de videotoracoscopia, no esta
exento de complicaciones tales como sangrado, lesiéon de las cuerdas vocales,
atelectasias, neumotérax, hipotension, infeccidn, y a largo plazo, escoliosis. Pero
quizas han sido las dltimas revisiones (Chorne y cols., 2007; Jhaveri y cols, 2010;
Kabra y cols, 2007) las que han puesto en evidencia los beneficios de esta
practica, y ha supuesto un cambio de mentalidad en el manejo del DAP-HS.
Chorne (Chorne y cols., 2007) demostr6 en un grupo de 447 prematuros a los que
se le cerraba el DAP al 52 dia que el cierre quirurgico era un factor de riesgo
independiente para presentar BPD. Datos obtenidos del TIPP trial (Kabra y cols.,
2007), indicaron que a los prematuros que se les realizaba ligadura de DAP
presentaban un mayor riesgo para presentar alteraciones en el neurodesarrollo,

BPD y retinopatia del prematuro.

Para afiadir mas controversia al tema, un estudio (Loeliger y cols, 2009)
realizado en mandriles pretérminos a los que se les sometié al 62 dia de vida a
una ligadura del DAP demostr6 una disminucién en la densidad de
oligodendroglia y masa cefdlica en los no ligados quirurgicamente frente a los
ligados. Son necesarios un mayor numero de ensayos clinicos que pongan de
manifiesto los beneficios de una y otra practica, pero la mayoria de los expertos
coinciden en que la cirugia deberia reservarse sélo en casos en los que el DAP sea

hemodinamicamente significativo, el tratamiento médico haya fracasado o esté

47



Introduccion

48

contraindicado y el paciente se encuentre conectado a ventilacion mecdanica o

precise drogas vasoactivas para mantener tensiones arteriales aceptables.

En los dltimos afios se esta generalizando el uso de toracoscopia videoasistida
cerrando el DAP con clips (Mandhan y cols., 2006; Villa y cols.,, 2004) con el que se
reduce el tiempo operatorio con una menor morbilidad acompafiante y una

menor incidencia de ductus residual frente a la ligadura clasica.

3. Las plaquetas.

3.1. Estructura de las plaquetas

Las plaquetas son pequefios corpusculos sin nucleo derivados de los
megacariocitos de la médula 6sea, heterogéneos en tamafio (2-3 um) con una
vida media de 7-10 dias (Zucker-Franklin D, 1997). Circulan en la sangre en forma
de disco biconvexo (discocito) con un volumen medio de 6-8 fl, y 10 pg de peso.
Las plaquetas circulan en concentraciones de 150,000-450,000 células/ml
(Zucker-Franklin D, 1997). De la cantidad total de plaquetas en el cuerpo, el 70%
se mantiene en circulacidon, mientras que el restante 30% permanece de manera
transitoria en el bazo. Tanto el bazo como el higado se encargan de retirar a la
mayoria de las plaquetas después de su senescencia, aunque una pequefia
fraccién se elimina constantemente como resultado de su participacion en el

mantenimiento de la integridad vascular.

En condiciones fisioldgicas, las plaquetas circulan en forma no activa y
expresan en su superficie un nimero relativamente pequefio de moléculas que,
en estado activado facilitan la interaccién con otras plaquetas y células de su
entorno (Ldépezy Macaya, 2013). Carecen de ADN, pero contienen ARN mensajero
(ARNm) derivado de los megacariocitos y la maquinaria de transcripcion

necesaria para la sintesis de proteinas.
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Las plaquetas poseen una estructura celular compleja (Figura 6) que

incluye una membrana externa que constituye una bicapa lipoproteica con

glicoproteinas que funcionan como receptores de los agonistas fisioldgicos de las
plaquetas (Adenosina Difosfato (ADP), Trombina, TXAz), proteinas adhesivas
(fibrindgeno, fibronectina, laminina, vitronectina o factor de von Willebrand
(VWF)) y para ligandos fibrosos como el colageno (Klinger, 1996, Andrews y
Berndt 2004). Las integrinas, ubicadas en la membrana externa, son responsables
de la interaccion de la célula con el medio externo a través de receptores. Las

integrinas mas estudiadas son la GPIIb-Illa y la GPIb-IX (Ldpezy Macaya, 2013).

La plaqueta presenta ademas un sistema de canales conectados a la
superficie llamado sistema canalicular abierto, que no es mas que un sistema
que ofrece acceso a las sustancias plasmaticas al interior de la plaqueta y un canal
de salida para productos plaquetarios (Morgorstern, 1997; Klinger, 1996). A la
liberacién de productos plaquetarios a través de este sistema canalicular abierto

se denomina “reaccion de liberacion”.

El citoesqueleto de la plaqueta se encuentra debajo de la zona periférica.
Esta zona sol-gel constituye el sostén para el mantenimiento de la forma discoide
de la plaqueta asi como del sistema contractil que, tras la activacién plaquetaria,
permite el cambio de forma con la prolongaciéon pseudopddica, la contracciéon

interna y la liberacién de los constituyentes granulares (Zucker-Franklin D, 1997).

Otra de las estructuras plaquetarias a destacar es el sistema tubular
denso (Garcia Mesa y Coma Alfonso, 2000), que consiste en un sistema de
membranas que aparece en la vecindad de los microtibulos y tiene como funcién
regular la activacion plaquetaria mediante el secuestro o liberacién de calcio. Esta
zona también posee sistemas enzimaticos para la sintesis de prostaglandinas
(Klinger, 1996).
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Figura 6. Foto de microscopia
electronica de la ultraestructura
plaquetaria. Mt: microtibulos; M:
mitocondria; SCCS: sistema canalicular
conectado a la superficie; A: granulos
densos; Dg: granulosy; Gl: glucégeno;
Pm: membrana plasmaética

En el citoplasma plaquetario se encuentran componentes celulares como

los lisosomas, las mitocondrias y granulos de varios tipos (tabla 5):

a)

b)

Granulos a

Son érganos esféricos (Figura 6) de 140 a 400 nm en diametro que
constituyen un 15% del volumen total de las células. Son reservorios
de proteinas que van desde factores de crecimiento hasta moléculas de
adhesién o receptores que utiliza la plaqueta para interaccionar con

otras células (Zucker-Franklin, 1989; Klinger, 1996).

Granulos densos

Se caracterizan por su alta densidad electrénica que confieren el
elevado contenido en calcio y fésforo inorgdnico (Morgorstern, 1997).

Su liberacién ocurre por exocitosis.
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c) Lisosomas

Contienen elastasas y otras proteasas como las catepsinas o hidrolasas

4cidas que facilitan la degradacién de la matriz extracelular, ademas de

crear un ambiente acido que favorecera la accion de estas enzimas.

TIPOS DE GRANULOS CONTENIDO

Fibrinogeno

Factor de Von Willebrand

PDGF, VDGF

Beta-tromboglobulina
GRANULOS a

Factor 4 plaquetario

Trombospondina

PAI-1

Albumina

Fibronectina

Factor Xl y V

Tabla 5. Contenido de los granulos citoplasmaticos de las plaquetas.
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3.2 El papel de las plaquetas en la hemostasia primaria

En condiciones fisiolégicas, las plaquetas circulan sin adherirse al
endotelio vascular. En este sentido, es bien sabido que el endotelio vascular
sintetiza y libera una serie de factores antitrombdticos y protrombéticos que
favorecen el equilibrio hemostatico y regulan la formaciéon del trombo (Andrews y
Berndt, 2004). En situaciéon quiescente, el endotelio vascular tiene una accién
preponderantemente antitrombotica, pero cuando hay alteraciones en la
integridad del endotelio vascular o en la fuerza de cizallamiento del flujo

sanguineo, las plaquetas se activan (Aznary cols., 1991).

El mecanismo de formacién del trombo plaquetario puede dividirse en

tres etapas que se desgranan a continuacion:

a) Frenado de las plaquetas circulantes sobre la pared vascular contra la

corriente del flujo sanguineo que las empuja.
b) Activacién y adhesion firme de la plaqueta al vaso.

c) Agregaciony estabilizacion del trombo.

3.3. Las plaquetas en el periodo neonatal. Diferencias en la produccién y en

la funcion.

Las plaquetas aparecen en el feto por primera vez tras la concepcidon a las 5
semanas. El incremento del nimero se produce durante la vida fetal, alcanzando
la de cifra de 150 x 10°/L al final del primer trimestre (Pahal y cols., 2000) y los
valores normales del adulto a las 22 semanas de gestacion (Sola-Visner M, 2012).

En el proceso de produccién plaquetaria se distinguen varias fases:
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a. Produccién de factores trombopoyéticos (trombopoyetina).
b. Proliferacién de los progenitores megacariociticos.
c. Diferenciaciéon y maduracion de los megacariocitos

d. Produccién y salida de las plaquetas a la circulacién.

Es bien conocido desde hace varias décadas que la concentraciéon de
trombopoyetina (TPO) en recién nacidos de cualquier edad gestacional es
significativamente mayor que en adultos, si bien en neonatos con
trombocitopenia las cifras de TPO son mas bajas. Varios trabajos (Ferrer-Marin y
cols, 2013, Sola-Visner 2012, Olson y cols, 1992) han demostrado que los
progenitores megacariociticos (MG) presentan un alto nivel proliferativo a
diferencia de los presentes en adultos, dando como resultado largas colonias de
MGs. De hecho, progenitores hematopoyéticos (células CD34) procedentes de
sangre de cordéon generan aproximadamente unas 10 veces mas MG que las
células CD34 procedentes de sangre periférica de adultos (Liu y cols,, 2011). Sin
embargo, los MGs tanto fetales como neonatales presentan un menor tamafio y
niveles mas bajos de ploidia, dando como resultado un menor ndmero de
plaquetas que los MGs adultos (Olson y cols, 1992). Por todo ello los MGs
neonatales/fetales han sido tradicionalmente considerados inmaduros

comparados con los de adultos.

3.3.1. Funcidn plaquetaria en recién nacidos sanos

Una de las diferencias significativas entre las plaquetas de adultos
y las de neonatos es la pobre respuesta a los distintos agonistas como el
ADP, la trombina, los anadlogos del TXAz o la epinefrina. Los mecanismos
subyacentes a estas diferencias no se conocen en su totalidad, pero se ha
sugerido que la hiporreactividad a la epinefrina se debe a la escasa
presencia de receptores a2 adrenérgicos (Corbi y cols.,, 1981), mientras

que la respuesta disminuida al TXA; se deriva de diferencias en la
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sefializacién de los receptores en las plaquetas neonatales (Israels y cols.,

2003).

A pesar de que existe una disminucién de los agonistas (Sitaru y
cols.,, 2005) que inducen la secrecion de granulos y, por ende un retraso
en la activacién plaquetaria, los distintos trabajos no han encontrado
evidencia de una hemostasia alterada en neonatos a término (Andrew y
cols, 1990 a y b; Israels y cols., 2001). De hecho, diversos test como el
tiempo de sangrado o el PFA-100 nos revelan que la hemostasia primaria
en recién nacidos sanos es mas efectiva que en adultos, demostrando
tiempos de sangrado mas cortos. Ello se ha atribuido a la presencia de
hematocritos mas altos en la edad neonatal, elevados volimenes
corpusculares medios y altas concentraciones de polimeros de FvW.
Todos ellos, factores que estimularian la hemostasia primaria y
compensarian la menor funcién plaquetaria neonatal (Del Vecchio y cols,,

2008).

3.3.2. Funcion plaquetaria en neonatos pretérminos

54

A pesar del escaso nimero de estudios llevados a cabo en esta
poblacién, la citometria de flujo y la agregometria han confirmado la
hiporreactividad de las plaquetas en este grupo comparado con los nifios
a término. De hecho, dicha hiporreactividad es mas acuciada en RNP
comparada con los recién nacidos a término, sugiriendo una correlacién
entre edad gestacional y reactividad plaquetaria. Linder y cols.
demostraron que la adhesion plaquetaria a la matriz extracelular era mas
pobre en el RNP que en el RNT (Linder y col, 2002) y que dicha condicién
no se relacionaba con bajos niveles de FvW o ristocetina, sino a las
propiedades intrinsecas de la plaqueta. Publicaciones mas recientes
(Wasiluk y cols.,, 2008) han demostrado que los prematuros extremos
presentan menores niveles de CD62P (P-selectina) y PAC-1, ambas

relacionadas con un defecto en la adhesién plaquetaria. De acuerdo con
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tales hallazgos, los tiempos de sangrado y PFA-100 son mas largos en

esta poblacion (Sallmon y cols.,, 2011).

3.3.3. Cambios postnatales en la funcién plaquetaria

Estudios de la funcién plaquetaria utilizando citometria de flujo
(Bednarek y cols, 2009) han demostrado que la hiporreactividad
plaquetaria esta todavia presente entre el 32 y 42 dia de vida tanto en
RNP como en RNT. El tiempo que se precisa para alcanzar niveles de
adultos no esta bien establecido, si bien, se han observado cambios
significativos en la mejoria de la reactividad plaquetaria a partir de los

10-14 dias de vida (Ferrer-Marin y cols., 2013).

Trombocitopenia

3.4.1. Definiciéon de trombocitopenia en RNT y RNP

La trombocitopenia es la condicién hematolégica mas frecuente
durante el periodo neonatal y estid presente entre un 18% y un 25% de
todos los ingresos de las Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales

(Chakravorty y cols., 2005).

Distintos trabajos han demostrado que el nimero de plaquetas
fetales alcanza la cifra de 150 x 109/L al final del primer trimestre (Van den
Hof 'y Nicolaides, 1990; Pahal y cols., 2000). Clasicamente se ha mantenido la
definicion de trombocitopenia neonatal al recuento menor de 150 x 10%/L
en cualquier neonato sano a cualquier edad gestacional. Esta cifra es
ciertamente valida para nifios a término en referencia a los grandes
estudios poblacionales que demuestran que >98% de los nifios a término
presentan un recuento plaquetario >150 x 109/L al nacimiento (Burrows &
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Kelton, 1990a y b, 1993). Sin embargo, algunos autores (Wiedmeyer y cols.,
2009; Christensen y cols, 2012) abogan por la revisiéon de los rangos de
referencia que encuadran la definicién de trombocitopenia en neonatos con
edades gestaciones inferiores a 32 semanas. Wiedmeyer (2009) demostré
en un estudio poblacional que incluyé 47.291 neonatos de todas las edades
gestacionales y edades postnatales, que en aquellos nacidos < 32 semanas
el valor de referencia por debajo del cual se situaba el percentil 5 era de 104
x 10° /L. En este mismo trabajo llevado a cabo en 18 centros hospitalarios,
se observo un incremento de los recuentos plaquetarios conforme avanzaba
la edad gestacional. Asi, el andlisis de regresion lineal puso en evidencia que
por cada semana de vida, se producia un incremento del nimero de
plaquetas en 2089 p 11 Sin embargo en prematuros nacidos con EG
comprendidas entre 22 y 27, el incremento no se iniciaba hasta una vez

alcanzada la edad corregida de 29 semanas.

En vista a lo previamente expuesto, cuando se emplea la definicion
cladsica de trombocitopenia, la prevalencia en RNP asciende al 70-80%
(Sola-Visner 2012, Wiedmeyer y cols., 2009). Afortunadamente, la mayoria de
los casos son leves, de ahi que muchos expertos prefieran referirse a
trombocitopenia moderada (50-100 x 10°/L) o severa (< 50 x 10°/L) cuyas

incidencias descienden entre un 2-4% a un 10% (Christensen y cols., 2012).

3.4.2. Causas de trombocitopenia

La mayor parte de las causas de trombocitopenia pueden ser
identificadas a través de una meticulosa historia clinica. La edad
gestacional, la edad de presentacién de la trombocitopenia o la historia
materna y neonatal son piedras angulares a la hora de establecer una
relacién entre las distintas causas que subyacen a esta patologia (Ferrer-

Mariny cols., 2013).
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La edad de presentacion de la trombocitopenia es un importantisimo
predictor de la etiologia. Asi, las causas mas frecuentes que se presentan en
las primeras 72 horas, obedecen a complicaciones del embarazo y del parto
como la insuficiencia placentaria, la preeclampsia materna o la restricciéon
del crecimiento intrauterino. Por el contrario, la gran mayoria de los
neonatos que desarrollan trombocitopenia a partir de las 72 horas, suelen
presentar infecciones bacterianas adquiridas (Goerge y cols, 2008) o una
NEC en caso de ser un RNP (Chakravorty y col, 2005). En la tabla 6 se

exponen las principales causas de trombocitopenia neonatal.

Tiempo de Causas
presentacion

e Hipoxia cronica fetal (preeclampsia, CIR, diabetes
maternal)

Asfixia perinatal

Infeccion perinatal (E. coli, streptococo grupo B)
Coagulacidn vascular diseminada
Trombocitopenia neonatal alloimnune
Trombocitopenia neonatal autoimmune
Infeccion congenital (CMV, rubeola, toxoplasma)
Trombosis de la vena renal

Leucemia congénita

Sindrome de Kasabach-Merritt

e Sepsis tardia

e Enterocolitis necrotizante

e Infecciones congénitas (CMV, toxoplasma, rubeola, virus
Coxsackie)

e Autoinmune

e Sindrome de Kasabach-Merritt

e Enfermedad metabdlica

Tabla 6. Causas de trombocitopenia en funcion de los dias de presentacion.
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3.4.3. Manejo de la trombocitopenia. Transfusién de plaquetas.

Hasta la fecha, el Unico tratamiento especifico para la trombocitopenia
neonatal, ha sido la transfusién de concentrado de plaquetas. Existen varias guias
de consenso nacionales disponibles, ninguna de las cuales estd basada en
estudios aleatorizados y controlados a doble ciego donde la administracién o no
de transfusién se asocie a una reduccién en la hemorragia o la mejora del
prondstico del neonato con trombocitopenia severa. El Unico ensayo controlado
aleatorizado (Andrew y cols, 1993) que evalué la asociacién entre transfusion y
prondstico, fue realizado hace mas de 20 afos, y demostré que la administracién
de una transfusién de plaquetas en neonatos con trombocitopenia moderada no
mejoraba el prondstico a corto plazo. Estudios mas recientes, como el publicado
por Stanworth y colaboradores que incluyé mas de 3652 neonatos, arrojé6 mas
informacion acerca de los posibles limites para la administraciéon de transfusiéon
(Stanworth y cols., 2009). En este estudio observacional y prospectivo se observd
que, a pesar de que un tercio de los pacientes incluidos en el estudio alcanzaba la
cifra de 20 x 10°/L plaquetas, la mayoria de estos pacientes (91%), apenas
desarrollaban hemorragias mayores. De hecho, 2/3 partes de los que presentaron
hemorragias importantes eran prematuros con EG <28 semanas, estableciendo
este grupo de especial interés, por presentar mayor incidencia de HIV y

Leucomalacia periventricular.

Existen multiples guias de distintos paises y hospitales que intentan
aportar mayor luz y conocimiento acerca de las distintas pautas de tratamiento.
La realidad es que no existe consenso y que la tendencia es a transfundir con
menores rangos de plaquetas (entre 20 x 10 y 50 x 10°/L) en el grupo de RNP,
donde la “inmadurez del sistema hemostatico” junto a factores clinicos
(coriamnionitis materna, preeclampsia, CIR, sepsis) determinan mas que la cifra

de plaquetas en si, el pronéstico.
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Justificacion y Objetivos

A pesar de los muchos afios y esfuerzos centrados en su investigacién, el DAP
del RNP continda siendo una fuente de incdgnitas patobioldgicas, clinicas y

terapéuticas.

Una reciente e interesante aportacién al conocimiento de la patobiologia del
DAP ha sido la elucidacién del papel de las plaquetas en el cierre del DA. Echtler y
cols. (2010) han demostrado, en un modelo murino, que las alteraciones en el
numero o la funcién de las plaquetas neonatales se asocian al fracaso del cierre
del DA. Estos autores proponen un modelo de cierre del DA en el que la
contraccién funcional inicial induciria un fenotipo protrombdtico en el vaso con
exposicion de colageno subendotelial y depésito de factor de von Willebrand y
fibrin6geno. Este proceso desencadena el reclutamiento, la acumulacién y la
activacion de plaquetas circulantes en la luz residual del DA y la formacién de un

coagulo que sella definitivamente el DA.

Tratando de responder a la pregunta de si este modelo es aplicable al
humano, los mismos autores finalizan su estudio con el andlisis de una cohorte
de 128 prematuros en el que demuestran que el nimero de plaquetas inferior a
150 x 109/L es un factor de riesgo independiente para presentar DAP. Desde la
publicaciéon de este trabajo, varias cohortes han sido publicadas (Fujioka y cols.,
2011; Sallmon y cols., 2012; Shah y cols., 2011) con resultados dispares. Por tanto,
la pregunta de si la trombocitopenia es un factor de riesgo en el DAP del RNP no

ha sido contestada aun.

Por este motivo el objetivo de la presente tesis es profundizar en esta

pregunta que se formula como hipétesis de la siguiente forma:

o La trombocitopenia en los primeros dias de vida del RNP es un factor

de riesgo para presentar DAP.
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La hipétesis ha sido analizada en dos estudios diferentes:

El primero es un andlisis retrospectivo de una cohorte de 194 RNP con EG
inferior a 30 semanas y peso al nacimiento menor o igual a 1500 gramos nacidos
entre Julio de 2007 y Marzo de 2012 en el Complejo Hospitalario Universitario

Insular Materno Infantil de Canarias.

El segundo un metaanalisis en el que se combinan nuestros resultados con los de
otras 9 cohortes en las que se ha estudiado la relaciéon entre trombocitopenia y

DAP del RNP.
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Pacientes y Métodos

ESTUDIO 1.

Poblacion

El estudio se llev6 a cabo en una cohorte de 238 recién nacidos prematuros
con edad gestacional menor a 30 semanas y peso al nacimiento menor a 1500
gramos ingresados en el Complejo Hospitalario Insular Materno Infantil de
Canarias (CHUIMI) entre Julio de 2007 y Marzo de 2012. Los pacientes habian
sido previamente incluidos en el estudio “Carbamoyl-phosphate Synthase Gene
Polymorphisms Influencing Plasma L-arginine Concentrations in Preterm
Infants” que fue aprobado por la comisién ética del centro hospitalario y
registrado en el “ClinicalTrials.gov  Protocol Registration System”
(NCT00554866). Se solicité consentimiento informado por escrito a los padres

de los nifios incluidos en el estudio.

Los criterios de exclusion del estudio fueron:
e Fallecimiento antes de las 48 horas de vida.
e Malformaciones cardiacas

e Administracion profilactica de indometacina.

Estudio y tratamiento del DAP-HS

Segun el protocolo de la Unidad de Neonatologia del CHUIMI se realizo
ecografia cardiaca (ecografo Hewlett Packard Sonos 5500) en todos aquellos
prematuros que presentaron signos clinicos de sobrecarga pulmonar
(incremento del trabajo respiratorio, problemas de oxigenacién) entre el 22 y 32
dia o de hipoperfusién sistémica (oliguria, distensién abdominal, mala perfusién
periférica). Ocasionalmente, cuando el paciente no precisaba soporte respiratorio
y en ausencia de inestabilidad hemodindmica, el neonatélogo podia obviar la

realizacion de la ecografia. Dichos pacientes fueron excluidos del estudio (fig. 7).
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Se defini6 DAP-HS si el DA presentaba ecograficamente:

e Didmetro transductal >1.5 mm (medido en proyeccién

paraesternal eje corto con Doppler-color).

e Ratio auricula izquierda/aorta >1.5mm (medido en modo M).

e Presencia de Flujo retrégrado holosistélico en la aorta descendente

(a nivel diafragmatico).

Sospecha de DAP HS

I T
DAP cerrado DAP no HS

Tratamiento
conservador

DAP-HS 12 tanda tratamiento
médico con inhibidores
de la COX

Tratamiento
farmacologico

DA cerrado
onoHS

DAP-HS

Tratamiento
farmacologico

22 tanda DA cerrado
tratamiento onoHS
médico
DAP-HS
CIRUIGHA

Figura 7. Organigrama en el que se detalla la pauta de tratamiento del DAP-HS llevada a cabo.

El tratamiento del DAP-HS consistié en la administracion de inhibidores de la

COX. Durante el periodo comprendido entre Diciembre 2006 y Junio 2009, los

pacientes fueron tratados con indometacina. A partir de Julio 2009 hasta Marzo

2012, el tratamiento se llevé a cabo con Ibuprofeno. Tras la administraciéon de un
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ciclo de tratamiento, se evalué la respuesta mediante una nueva ecocardiografia.
Ante la presencia de un DAP-HS, se inicié un segundo ciclo de tratamiento (figura
7). La permanencia de un DAP-HS tras 2 ciclos de tratamiento se consideré una
indicacién para cirugia. También se consideré como indicacién para el cierre
quirdrgico la presencia de factores que contraindicaran el tratamiento médico

tales como enterocolitis necrotizante, HIV o hemorragia activa.

Variables estudiadas

Se recogieron los siguientes datos maternos y/o perinatales:

e Diabetes materna.

e Preeclampsia.

e Presencia o no de corioamnionitis materna definida como la presencia
de fiebre materna acompafiada de leucocitosis materna, taquicardia fetal
(>180 latidos por minuto) y liquido amniético maloliente.

e Administracién de corticoides prenatales (no, incompleta con 1 dosis o
completa con 2 dosis).

e Edad gestacional: Se obtuvo por cilculo de fecha de ultima regla
contrastada con ecografia antes de las 20 semanas.

e Sexo y datos antropométricos: peso (gr), talla (cm) y perimetro cefalico
(cm).

e Pequeio para edad gestacional (PEG) definido como la presencia de un
peso al nacimiento por debajo del percentil 10 ajustado por sexo y segiin
las graficas consultadas (Carrascosa y cols., 2008).

e Testde Apgar.

e CRIB (Clinical Risk Index for Babies): score o escala de gravedad que
incluye la EG, el Peso al nacimiento, la maxima y la minima Fi02, el
minimo exceso de base y la presencia o no de malformaciones.

e Administracion de surfactante.

e Media de liquidos administrados al neonato durante los primeros 4 dias

de vida.
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e Presencia de hipotension arterial, definida como la necesidad de

administracién de inotrépicos.

Se recogieron los siguientes datos clinicos sobre la evolucion de los prematuros:

e Displasia broncopulmonar (BPD), definida como dependencia de oxigeno
a las 36 semanas de edad postconcepcional (Jobe y Bancalari, 2001).

e Enterocolitis necrotizante (NEC), definida segtn la clasificacién de Bell
(Bell, 1978) Se incluyeron los grados 2 y 3.

e Hemorragia intraventricular (HIV) utilizando la clasificaciéon de los 4
grados (Papile y cols., 1978). Se incluyeron en el estudio los prematuros
que presentaron HIV grados 3y 4.

e Fallecimiento.

Recuentos plaquetarios

Las muestras sanguineas para determinacién de recuento plaquetarios se
recogieron en tubos con EDTA tripotasico como anticoagulante y se analizaron
mediante un autoanalizador Coulter® LH 750 (Beckman Coulter, Inc, Brea,
California). Los recuentos plaquetarios fueron evaluados a mano si el recuento
automatico era inferior a 100 x 109/L. Las muestras sanguineas fueron tomadas
al nacimiento y, posteriormente, segin criterio del neonatdlogo responsable del
paciente. Sin embargo, en cada paciente con DAP-HS, al menos una determinacién
sanguinea, fue realizada antes y durante la administracién del tratamiento con
inhibidores de la COX. La recogida de muestras se dividi6 en 2 periodos (1-2 dias
y 3-7 dias), eligiéndose el valor nadir si se disponia de mas de 1 recuento

plaquetario en dicho intervalo de tiempo.

Se definié trombocitopenia como recuento plaquetario inferior a 150 x
107/L. Asimismo, se llev6 a cabo una clasificacién de la trombocitopenia en leve

(100 a <150 x 10?), moderada (entre 50 y 100 x 10°) y severa (<50 x 109).
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Anadlisis estadistico.

El estudio estadistico fue realizado mediante el programa IBM SPSS
Statistics software versién 19 (IBM Corp, Ar-monk, New York and SPSS Inc,
Chicago, Illinois).

Las variables categdricas se resumieron en frecuencias y porcentajes
mientras que las numéricas en medias y desviaciones estandar (SD) o en
medianas y rangos intercuartilicos (IQR) segin se dieran o no los supuestos de
normalidad (evaluada mediante el test de Kolmogoronov-Smirnow). Los
porcentajes fueron comparados usando el test de la Chi-square (x2) mientras que
para el andlisis de las medias se empled el test t-Student. El test de Wilcoxon se

utilizé para comparar las medianas.

Para cada uno de los periodos estudiados, aquellas variables que mostraron
asociacién significativa con el endpoint se introdujeron en un andlisis de
regresion logistico multidimensional. Se llev6 a cabo una seleccién retrospectiva
de variables basada en el criterio de Akaike (Bozdogan, 2000). E1 modelo logistico
seleccionado se resume en p-valores (test de razén de verosimilitudes), odd-
ratios ajustadas (OR) las cuales se estimaron mediante un intervalo de confianza
al 95%, y valores AIC correspondientes a los modelos que resultarian de suprimir
la variable examinada. Un test de hipotesis se consideré estadisticamente

significativo cuando el correspondiente valor de la p fue inferior a 0.05.
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ESTUDIO 2. Metaanalisis.

Protocolo

Se desarrolldé un protocolo de forma prospectiva con objetivos especificos
detallados entre los que se encontraban los criterios para la seleccién de los
estudios y la valoracién de la calidad de los mismos, asi como la metodologia

estadistica.

Fuente de datos

Se realizé una busqueda de la literatura usando las bases de datos
Pubmed/MEDLINE y EMBASE desde su comienzo hasta el 1 Diciembre de 2014.
Se utilizaron los siguientes descriptores: “ductus arteriosus”, “patent ductus

arteriosus”, “PDA”, “platelet(s)”, “platelet count(s)” y “thrombocytopenia”.

Seleccion de estudios

Tres investigadores evaluaron de forma independiente los estudios para
su inclusion. Cualquier discrepancia se resolvié mediante la discusién de los
mismos. Los estudios fueron seleccionados si evaluaban prematuros vy
presentaban un grupo de comparacién, asi como datos que podrian ser usados

para medir la asociacion entre DAP y recuentos plaquetarios.

Extraccion de datos y valoracién de la calidad del estudio

Dos autores de forma independiente valoraron datos del disefio y la
calidad de los estudios, de los datos demograficos, el porcentaje de DAP y/o DAP

HS y los recuentos plaquetarios.
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Un tercer investigador comprobd la extraccién de los datos para completar
y valorar su precision. En ocasiones, se contacté con los autores para solicitar
informacién de datos que faltaban en algunos de los estudios seleccionados. Se
valoré la calidad metodolégica usando la escala de Newcastle-Ottawa (Wells y
cols.,) para estudios de cohortes. Esta escala evalua la calidad de estudios no
aleatorizados buscando incorporar las evaluaciones de calidad en 1la
interpretacion de metaandlisis de los resultados obtenidos. La escala de
Newcastle-Ottawa (NOS) evaltia la calidad a partir del contenido, disefo y
facilidad de uso en la interpretacion de los resultados. Esta compuesta por 8
items (anexo I) y se clasifica empleando un sistema de valoraciéon de estrellas

(rango: 0-9 estrellas).

Analisis estadistico

Los distintos estudios seleccionados fueron analizados y combinados
usando el software COMPREHENSIVE META-ANALISIS V2.0 (Biostat Inc,
Englewood, NJ, USA). Las medidas de efecto global utilizadas fueron el riesgo
relativo (RR) para las variables dicotémicas y la diferencia estdndar de medias
para las variables cuantitativas. Se emple6 el método DerSimonian-Laird de
efectos aleatorios (random-effects) para combinar los resultados y estimar el
efecto global con un intervalo de confianza del 95%. Con el fin de identificar
aquel estudio que pudiera ejercer una influencia desproporcionada en el efecto
global, se llevé a cabo un analisis de sensibilidad. Dicho analisis consiste en
replicar los resultados del metaanalisis excluyendo en cada paso uno de los
estudios incluidos en la revision. Si los resultados asi obtenidos son similares,
tanto en direcciéon como en magnitud del efecto y significacion estadistica, indica
que el analisis es robusto. La posibilidad de sesgo de publicaciéon se evalud
graficamente mediante la construcciéon del grafico de embudo (funnel plot) y

estadisticamente mediante el test de Egger.

La heterogeneidad fue medida utilizando el estadistico Q y cuantificada

mediante la 12 (Higgins y cols.,, 2003). Con el fin de explorar las posibles fuentes de
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heterogeneidad se llevé a cabo una meta-regresién usando el modelo de efectos
aleatorios (random effects model). Las siguientes posibles fuentes de

heterogeneidad fueron analizadas:
¢ Numero de pacientes.
e Edad gestacional media.
e Peso medio al nacimiento.
e Porcentaje de varones.
e Porcentaje de DAP/DAP-HS.

e Intervalo de dias en el que los recuentos plaquetarios fueron

recogidos.
e Grado de trombocitopenia

e Afio de publicacion.

Se considerd estadisticamente significativo un valor de probabilidad
inferior a 0.05, excepto para los test de heterogeneidad, para el cual el grado de

significacion estadistica aceptado fue de 0,10.
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Resultados
Estudio 1.

1.1 Datos relacionados con la evoluciéon del DAP-HS y del grupo

De los 238 nifios que cumplian los criterios de inclusién (EG<30 semanas y PN
<1500 g), 44 fueron excluidos (figura 8) por fallecimiento antes de las 48 horas de vida
(n=4), administracién de indometacina profilactica (n=5), malformacién cardiaca (n=1)
o0 ausencia de ecografia cardiaca (n=34), quedando una poblacién fina de estudio de 194

pacientes.

Elegible
n=238

Incluidos n=194
« Indometacina profilactica n=5
« Cardiopatia n=1
« No ecocardiografia n= 34
«Fallecimiento n=4

DAP-HS
n=105
« Inhibidores de la COX n=101
« Tratamiento contraindicado n=4

No
respondedores
alos inhibidores
de la COX
n=22
Cirugia n=22

Respondedores

No DAP-HS

n= 89 a los inhibidores

de la COX

DAP-HS
(reapertura)

No DAP-HS DAP-HS

n=88 (reapertura) n=4
n=1 o No Dm
Fallecimiento Cirugia n=1 Fallecimiento
n=5 Cirugia n=1 No tratamiento n=3 n=9

No DAP-HS No DAP-HS

Fig. 8. El diagrama de flujo ilustra el nimero de pacientes incluidos y excluidos del estudio. Se detalla la
evolucion del DAP en dichos pacientes.

De los 194 RNP incluidos en el estudio, 105 (54,1%) presentaron DAP-HS al 32 dia
de vida. De esos nifios, 101 fueron tratados con inhibidores de la COX: 30,5% fueron

tratados con indometacina y 69,5% recibieron ibuprofeno. No recibieron tratamiento
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médico 4 pacientes dada la presencia de patologias que contraindicaban la
administracién de inhibidores de la COX, tales como NEC, HIV severa o insuficiencia

renal.

El fallo del tratamiento farmacolégico se objetivd en 22 pacientes (21,7% de los
tratados), que fueron intervenidos. La ligadura quirurgica también se realizd en 2
pacientes en los que el DAP present6 una reapertura. La edad media de cierre quirurgico
fue de 17 dias y se llevé a cabo en un 22,8% de los pacientes incluidos en el estudio. La
mortalidad entre los diferentes grupos puede observarse en la figura 8, siendo la

mortalidad total de un 9,2%.

1.2 Datos demograficos maternales y perinatales.

Se llevé a cabo un andlisis de las complicaciones obstétricas (Tabla 7) tales como la
diabetes gestacional y la preeclampsia en relacién a la presencia de DAP-HS. Ninguna de
estas patologias se asocié de forma significativa con la presencia o no de DAP-HS. La
administracién de corticoides prenatales tampoco se asocié significativamente con la

presencia de DAP-HS al 32 dia de vida.

Ductus arterioso persistente hemodinamicamente significativo al 32 dia

Corticoides prenatales n(%)
Ciclo completo 79 (76.7) 68 (77.3) 0.771
Ciclo parcial 12 (11.7) 8(9.1)
No 13 (12.4) 9(10.1)

Preeclampsia, n (%) 19 (18.3) 20 (23.0) 0.420
Diabetes mellitus, n (%) 5(4.8) 10 (11.4) 0.088
Corioamnionitis, n (%) 5(4.8) 3(3.4) 0.729

Tabla 7. Caracteristicas maternas en relacién con presencia o no de DAP-HS al 32 dia. Los valores son
numeros con sus correspondientes porcentajes.
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1.3 Caracteristicas neonatales
El analisis univariable demostr6 que los pacientes con DAP-HS presentaban
de forma significativa menor edad gestacional, menor peso al nacimiento y menor

perimetro cefélico (Tabla 8). No hubo diferencias por sexos.

Como se muestra en la tabla 9, el indice de CRIB fue mayor de forma
estadisticamente significativa en aquellos pacientes que presentaron DAP-HS. La

administracién de surfactante y drogas vasoactivas (hipotension que requiri6

tratamiento vasopresor) también se asoci6 de forma significativa a la presencia de DAP-

HS.

Ductus arterioso persistente hemodinamicamente significativo al 32 dia

Si (n=105) No (n=89) p

27 [26 -29] 29 [27 - 29.5] <0.001
958 +233 1068 + 249 0.002
353+£35 36.5+3.5 0.020
244+2.0 254+1.8 <0.001

Sexo masculino  n(%) 56 (53.3) 52 (58.4) 0.447
Pequefio para edad gestacional n (%) 17 (16.2) 18 (20.2) 0.463

Tabla 8. Caracteristicas demograficas y somatométricas de los RNP en relacidn al DAP-HS. Se representan
las medias * desviaciones estandar o las medianas con su rango intercuartilico.
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Ductus arterioso persistente hemodinamicamente significativo al 32 dia

CRIB 27 [26 -29] 29 [27 - 29.5] <0.001

Administracion liquidos mI/kg/d 90.8+11.5 89.9+11.8 0.625

Tabla 9. Relacién del indice de gravedad al ingreso en UCIN (CRIB), administracién de liquidos (media de
los 4 primeros dias), surfactante e hipotension arterial en relacién a la presencia o no de DAP-HS al 32 dia.

1.4 Morbilidad neonatal

En cuanto a la evolucién por patologias, los nifios con DAP-HS presentaron una
mayor incidencia de distrés respiratorio al nacimiento y dependencia de oxigeno a las

36 semanas de edad gestacional corregida (BPD) (Tabla 10).

Ductus arterioso persistente hemodinamicamente significativo al 32 dia

100 (95.2) 68 (76.4) <0.001

Tabla 10. Morbilidad neonatal en los RNP con o sin DAP-HS al 32 dia. Los valores son nimeros absolutos
con sus porcentajes entre paréntesis.
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1.5. Plaquetas y DAP-HS
El nadir plaquetario en las primeras 48 horas de vida no fue estadisticamente

diferente entre los nifios con y sin DAP-HS al 32 dia vida (tabla 11).

Ductus arterioso persistente hemodinamicamente significativo al 32 dia

Recuento de plaquetas (nadir x

216 £ 69 220 £ 69 0.723

primeras 48 horas.

Tabla 11. Relacién entre nimero de plaquetas y DAP-HS a 32 dia de vida.

Se realiz6 un analisis pormenorizado con el fin de valorar si el grado de severidad
de la trombocitopenia se relacionaba con la presencia de DAP-HS al 32 dia o con la
respuesta al tratamiento con inhibidores de la COX. Para el analisis de la respuesta al
tratamiento se tuvieron en cuenta también los recuentos plaquetarios mas alla del 22 dia
de vida. Tal y como se muestra en la tabla 12, ni la presencia ni el grado de
trombocitopenia se relacionaron de forma significativa con la presencia de DAP-HS o

con la respuesta al tratamiento.
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DAP-HS al 32 dia Respuesta al tratamiento

Recuento plaquetario R0NER)) 12 (13,5) 0,386 8(10,1) 3(13,7) 0,640

<150 x 10°/L

Recuento plaquetario 23(29,1) 8(36,4) 0,514
<150 x 10° /L

Dia de vida 1-2

Grado de
trombocitopenia

(\[o)
Leve
Moderada

Severa

Dia de vida 3-7

Grado de
trombocitopenia

No

Leve

Moderada

NEVEE)

Tabla 12. Trombocitopenia durante la primera semana de vida entre los RNP con o sin DAP-HS al 32 dia y los
respondedores y no respondedores al tratamiento con inhibidores de la COX. Los valores son niimero de

pacientes con sus respectivos porcentajes.
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1.6. Analisis multivariable.

En el estudio de regresion multilogistico los factores de riesgo para el DAP-HS al
392 dia que se identificaron fueron la edad gestacional, la presencia de SDR y la

hipotension arterial (tabla 13).

Edad gestacional (semanas) 0.013 0.778 (0.633-0.951) 238.5

SDR 0.001 5.191 (1.764-15.27) 243.1

o5 2ewusmser) 299

Tabla 13. Andlisis de regresién multidimensional de los factores de riesgo para la presencia de DAP-HS al
32 dia. Los valores en paréntesis corresponden al intervalo de confianza al 95%. p valores: test de razén
de verosimilitudes (likelihood ratio test). AIC: valor de AIC si la variable es eliminada del modelo (para el
modelo completo, AIC: 234,3).

1.7 Respuesta al tratamiento con inhibidores de la COX

En la tabla 14 se reflejan las caracteristicas maternas, clinicas y demograficas de
los pacientes respondedores y no respondedores al tratamiento con inhibidores de la
COX. En el andlisis univariable se observo que los pacientes que no respondieron al
tratamiento médico presentaban de forma estadisticamente significativa una edad
gestacional menor, un peso al nacimiento menor y un indice de CRIB mayor. El aporte
total de liquidos en los primeros 4 dias fue significativamente mayor en el grupo de los
no respondedores, grupo en el que también se observé de forma significativa una mayor

incidencia de hipotensidn arterial (tabla 14).

En cuanto al nimero de plaquetas (tabla 14), y los grados de trombocitopenia
(tabla 12) durante los intervalos de dias 1-2 y 3-7 no se observ6 una diferencia

estadisticamente significativa entre respondedores y no respondedores.

El andlisis de regresion logistico multivariable demostré que la hipotensién arterial
era un factor independiente para la falta de respuesta al tratamiento (OR= 4.550, 95%

CI: 1.508-13.73, p= 0.005).
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Respuesta al tratamiento

Corticoides prenatales n(%) 0.926

Ciclo completo 60 (75.9) 17 (77.3)

Ciclo parcial 8(10.1) 3 (13.6)

No 11 (13.9) 2 (10.1)
1519 susa  osa
@sw)  wbsa) ose
994 + 250 869 + 181 0.003
pEy  buse o
13 (16.5) 4(19.0) 0.848
51 (64.6) 19 (86.4) 0.106
87 [80- 97] 94 [89-101] .009
27 (34.2) 14 (63.6) 0.013
mesn  maoo oo
15 (19.0) 8 (36.4) 0.085
62 susy  oan
20 (25.3) 9 (40.9) 0.153
221 (174-260) 210 (186-268) 0.764
o208 issloes) 0

Tabla 14. Caracteristicas maternas y neonatales de los respondedores y no respondedores al tratamiento
del DAP HS con inhibidores de la COX.
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Estudio 2. Metaanalisis.

Se identificaron 31 estudios potencialmente relevantes a través de los sistemas de
busqueda electrénica y manual. Tras una revisién cuidadosa, 8 estudios (Echtler y cols.,
2010; Dizdary cols., 2012; Dani y cols., 2013; Shah y cols., 2010; Sallmon y cols., 2012; Chen
y cols,, 2014; Bas-Suarez y cols,, 2014; Brunnery cols.,, 2013), una carta al editor (Fujioka y
cols, 2011) y 1 abstract (Dwarakanath y cols.,, 2011) fueron finalmente incluidos en el
metaanalisis. Una cohorte adicional no publicada de 126 prematuros fue incluida en el
metaanalisis. Los niflos de esa cohorte habian participado en un estudio multicéntrico
sobre la influencia de los polimorfismos genéticos de la Carbamil Fosfato Sintetasa (CPS)
como factor de riesgo para la enterocolitis necrotizante. Los criterios de inclusiéon de
dicho estudio fueron: edad gestacional menor a 30 semanas y peso al nacimiento menor

o igual a 1500 gramos.

La combinacién de los 11 estudios supuso una muestra global de 3479 recién nacidos
prematuros. Las principales caracteristicas de los estudios estan resumidas en la tabla
15. Todos los estudios fueron retrospectivos salvo uno (Brunner y cols., 2013) que fue
prospectivo. Todos los trabajos presentaron una calidad alta y fueron evaluados con, al

menos, 6 estrellas NOS.

De los estudios incluidos en el metaandlisis, cuatro (Fujioka y cols.,, Shah cols.,
Brunner y cols. y Dwarakanath y cols.) comparaban nifios con y sin DAP. Es decir, los
pacientes con un DAP residual no HS se inclufan en el grupo DAP. Por su parte otros 4
estudios (Dizdar y cols.,, Dani y cols.,, Chen y cols., y Bas-Suarez y cols.) comparaban nifios
con o sin DAP-HS. Es decir, los DAP pequefios eran incluidos en el grupo control.
Finalmente, 2 estudios (Echtler y cols. y Sallmon y cols.) y la cohorte CPS, ofrecian datos
sobre DAP cerrado, DAP no HS y DAP-HS. Dichos estudios se incluyeron en ambos
analisis: DAP vs no DAP; DAP-HS vs no DAP-HS.

83



Resultados

En la tabla 16 se muestran los factores de riesgo para DAP/ DAP-HS identificados

mediante el andlisis multivariable en los diferentes estudios.

Factores de riesgo significativos en el analisis multivariable (OR;
95% Cl)

12 autor del estudio

Echtler y cols. Recuento plaquetario<150 x 10°/L (13.13; 3.47-49.60)

Nadir plaquetario (0.73; 0.55-0.98), mayor quintil plaguetario
(nadir) (0.43; 0.2-0.91), edad gestacional (0.84; 0.70-0.99);

Shah y cols. corticoides prenatales (0.52;0.34-0.81); preeclampsia (0.37; 0.14-
0.99); SDR (2.73; 1.37-5.40); liquidos administrados (1.09;1.00-
1.19).

Recuento plaquetario <150 x 10°/L (2.083; 1.252-3.465); ancho de

Dizdar y cols. distribucion plaquetaria > 17 (3.030; 1.571-5.847), SDR (2.534;
1.602-4.009);

Sexo masculino (1.64; 1.32-2.04)%; sepsis (2.82; 1.47-5.40)% EG (OR
no mostrado)

Recuento plaquetario <100 x 10°/L (4.50; 1.39-14.61); EG(1.25;
1.12-1.39);

EG (OR, 0.778;0.633-0.951); SDR (5.19; 95% Cl, 1.76-15.27);
hipotensioén arterial (2.99; 1.338-6.721)

Sallmon y cols.

Dani y cols.

Bas-Suarez y cols.

Tabla 16. Factores de riesgo para el desarrollo del DAP/DAP-HS. 4 OR univariable. OR: Odds ratio. CI:
Intervalo de confianza. EG: edad gestacional. SDR: Sindrome distres respiratorio.
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EG PN % Dias 9% DAP- Rango de
12 autor del cohorte cohorte : valoracion % DAP : valoraciéon | % PL<150 | % PL<100
)’ varones HS .
estudio (semanas) [ELEEH PL (dias)

2013 322 290 1170 50.6 50,9 47,2
[Bas | --—————————

[ Chen |

Tabla 15. Caracteristicas de los estudios incluidos en el metaandlisis. En el estudio de Shah y cols (2011) todos los pacientes recibieron indometacina
profilactica. En el studio de Echtler y cols (2010) un nimero no disponible de pacientes recibié indometacina profilactica. EG: Edad gestacional de la
cohorte (semanas, media o mediana); PN: peso al nacimiento de la cohorte (g, media o mediana); PL: plaquetas (x 109/L); NR: Datos no disponibles;
DAP: ductus arteriosus persistente; DAP-HS: Ductus arteriosus persistente hemodindmicamente significativo aDatos que no aparecen en los articulos
originales, pero facilitados por sus autores. PAbstract. <Basado en el niimero de pacientes tratados con inhibidores de la COX. dPacientes con recuentos
de plaquetas <50 x 109/L excluidos. ¢Estudio multicéntrico no publicado hasta la fecha. Polimorfismos de la Carbamil Fosfato Sintetasa (CPS) como
factor de riesgo de la NEC.
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2.1 Recuento plaquetario < 150 x 10°/L y DAP.

Los datos del porcentaje de DAP en los nifios con recuentos plaquetarios

inferiores o superiores a 150 x 10°/L estaban disponibles en 6 estudios (figura 9).

Nombre del

estudio Estadistica para cada estudio Riesgo relativoy 95% IC
Risk Lower Upper Peso
ratio limit limit Z-Valuep-Value relativo
Echtler (n=123) 1.495 1.278 1.747 5.040 0.000 [ ) 21.71
Fujioka (n=118) 1.078 0.520 2.235 0.202 0.840 4.41
Sallmon (n=1350) 1.029 0.909 1.165 0.453 0.651 [ ] 23.33
Dwarakanath (n=148) 1.426 1.108 1.835 2.759 0.006 L 2 16.66
CPS (n=126) 1.229 0.987 1.530 1.840 0.066 18.34
Shah (n=497) 1.003 0.762 1.320 0.020 0.984 I 15.55
TOTAL 1.215 1.027 1.436 2.276 0.023 O
12: 77.0% 0102 051 2 5 10

P heterogeneidad <0.0005

Afavor no- A favor DAP
DAP

Figura 9. Forest plot de los estudios que examinan el efecto de las plaquetas por debajo de 150 x 10°/L en
los primeros dias sobre el DAP. El riesgo relativo (RR) >1 significa incremento del riesgo de DAP. Los
datos de Shah y cols. no se presentan en el articulo, pero fueron cedidos por el autor.

Como se muestra en la figura 9, se detect6 una asociacién positiva
estadisticamente significativa (RR: 1.215; CI 95% 1.027-1.436) entre el DAP y el
nimero de plaquetas por debajo de 150 x 10%/L. Dicho de otro modo, el hecho de
presentar en los primeros de vidas postnatal un numero de plaquetas <150 x 10%/L

incrementa el riesgo de presentar un DAP entre un 2.7% y un 43%.

Para verificar la robustez de los resultados se llevo a cabo un anadlisis de sensibilidad
excluyendo un estudio cada vez y calculando el nuevo efecto global y su intervalo de
confianza. Cuando se excluy¢ el estudio de Echtler y cols. el RR se situ6 en 1.138 (95% CI
0.991-1.306, p=0.067), mientras que si se excluye el estudio de mayor peso, (Sallmon y
cols.), el RR ascendié a 1,291 (95% CI 1.106-1.507; p=0,001). En la figura 10 se
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representa graficamente el resultado del andlisis permitiendo visualizar cémo afecta la

eliminacién de cada estudio al resultado global.

Nombre del Estadistica con estudios excluidos Riesgo relativo y IC 95% para
estudio estudio eliminado
Lower Upper
Point  |imit  limit £ value p-value
Echtler (n=123) 1.1380.991 1.306 1.833 0.067 H
Fujioka (n=118) 1.2221.023 1.459 2.209 0.027 —{
Sallmon (n=1350) 1.2911.106 1.507 3.242 0.001 -+
Dwarakanath (n=148).176 0.973 1.421 1.675 0.094 —
CPS (n=126) 1.2100.983 1.490 1.799 0.072 —
Shah (n=497) 1.2591.043 1.519 2.395 0.017 —{+
0.5 1 2
Afavor no- A tayor DAP
DAP

Figura 10. Forest plot tras analisis (sensibilidad) extrayendo uno a uno cada uno de los estudios.

El andlisis de metarregresion (modelo efectos aleatorios) demostré que aquellos
estudios que inclufan un mayor nimero de nifios (figura 11) presentaban un riesgo
relativo significativamente menor de DAP con recuentos plaquetarios por debajo de 150
x 10%/L (Z= -2.460, p<0.014). No se observ6 ninguna otra correlacién estadisticamente
significativa con las otras variables estudiadas mediante metarregresion (porcentaje de
varones, EG media, peso medio al nacimiento, rango de dias de valoracién de plaquetas,
porcentaje de DAP y porcentaje de nifios con plaquetas < 150 x 10°/L. En el anexo III
podemos encontrar las representaciones graficas de dichas metarregresiones (Figuras

25-30).
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Log del riesgo relativo

Resultados

0.60
0.54 —

0.48 —
0.42 —
0.36 —

0.30 —“\

0.24 -

0.18 - O \
T—

0.12

0.06 - o) \K Q

0.00 { )

520 142.64 200.48 438.37 586.16 734.00 881.84 1029.68 1177.52 132536 1473.20

Numero de ninos

Figura 11. Grafico de burbujas que muestra el andlisis de metarregresion (modelo de efectos
aleatorios) entre el niimero de pacientes incluidos en el estudio y el riesgo de presentar un DAP con
plaquetas < 150 x 10%/L en los primeros dias de vida. Cada uno de los circulos representa a uno de los

estudios incluidos en el analisis. El area de los circulos representa el peso relativo de cada estudio.

2.2  Recuento plaquetarios <100 x 10°/L y DAP.

Los datos del nimero de nifios que presentaron DAP con recuentos plaquetarios
inferiores o superiores a 100 x 109/L estaban disponibles en 5 estudios (figura 12).
Ninguno de los nifios que participaron en el estudio de Echtler y cols. presentaban un
numero de plaquetas inferior a 100 x 109/L. Se observé una asociacion positiva
estadisticamente significativa entre el DAP y los recuentos plaquetarios inferiores a

100 x 109/L (RR: 1.255; IC 95%: 1.034-1.525; p= 0.022. Figura 12).
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Nombre del e . X . o
estudio Estadistica para cada estudio Riesgo relativoy 95% IC
Risk  Lower Upper Peso
ratio limit  limit Z-Value p-Value relativo
Fujioka (n=118)  1.289  0.503 3.303 0.529 0.597 | 3.96
Sallmon (n=1350) 1.246 1.023 1.518 2.187 0.029 34.73
Brunner (n=322) 1.551 1.075 2.236 2.347 0.019 i 18.53
CPS (n=118) 1.358 1.098 1.679 2.824 0.005 . 32.85
Shah (n=497) 0.664 0.380 1.159 -1.440 0.150 - 9.94
TOTAL 1.255 1.034 1525 2293 0.022 <>
12: 40.8% 0102051 2 5 10
P heterogeneidad = 0.150
A favor no- A favor DAP
DAP

Figura 12. Forest plot de los estudios que examinan el efecto de las plaquetas por debajo de 100 x
10°/L en los primeros dias sobre el DAP. El riesgo relativo (RR) > de 1 significa incremento del
riesgo de DAP. Los datos de Shah y cols. y Fujioka y cols. no estaban disponibles en las publicaciones
originales pero fueron amablemente cedidos por los autores.

En el andlisis de sensibilidad, excluyendo los estudios uno a uno (Figura 13) se
observo que cuando se eliminaba el estudio de Sallmon el RR alcanzaba 1.220 (IC 95%:
0.886-1.681; p=0.223), mientras que si excluiamos el trabajo de Shah y cols. el RR se
situaba en 1.327 (IC 95%:1.162-1.516, p<0.001).

Por su parte, el andlisis de metarregresion (modelo efectos aleatorios) puso de
manifiesto una correlaciéon positiva estadisticamente significativa entre la edad
gestacional media (Z=2.550; p=0.010. Figura 15) y el peso medio al nacimiento (Z=
2.580, p=0.009. Figura 14) de los nifos incluidos en cada estudio y el riesgo de presentar
DAP con recuento de plaquetas < 100 x 109/L. Es decir, aquellos estudios que incluian
grupos de nifios mas maduros y con mayor peso, presentaban mayor riesgo de DAP con
plaquetas < 100 x 109/L (ver estadistica mas detallada en anexo II). No se observo
ninguna otra correlacién estadisticamente significativa con las otras variables
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estudiadas mediante metarregresion (porcentaje de varones, porcentaje de DAP,
numero de pacientes incluidos, porcentaje de nifios con plaquetas <100 x 10°/L y afio de
publicacion). En el anexo IV podemos observar las representaciones graficas de dichas

metarregresiones (figuras 31-36).

Nombre del Estadistica para cada estudio Riesgo relativo (95% IC) con
estudio estudio eliminado

Lower = Upper
Point  |imit limit Z-value  p-value

Fujioka (n=118) 1.2461.001 1.551 1.969 0.049
Sallmon (n=13509.2200.886 1.681 1.218 0.223 —
Brunner (n=322)1.1900.948 1.493 1.499 0.134 .
CPS (n=118) 1.1830.872 1.606 1.080 0.280 —
Shah (n=497) 1.3271.162 1.516 4.173 0.000

B[R

0.5

-
N

A favor A favor DAP
no-DAP

Figura 13. Forest plot tras analisis sensibilidad, extrayendo uno a uno cada uno de los estudios.

0.60

0.48
0.36 -
0.24
0.12 1
0.00
-0.12 4
-0.24 —

-0.36 —/@
-0.48

-0.60 - : - - : - - - -
790.50 831.90 873.30 91470 956.10 997.50 1038.90 1080.30 1121.70 1163.10 1204.50

Log del riesgo relativo

Peso al nacimiento

Figura 14. Grafico de burbujas que muestra el analisis de metarregresion (modelo de efectos aleatorios)
que relaciona el peso al nacimiento con el riesgo de presentar DAP y recuento de plaquetas por debajo de
100 x 10°/L en los primeros dias.

90



Resultados

0.60
0.48 -
0.36
0.24
0.12
0.00 -
-0.12
-0.24
-0.36
-0.48

-0.60 w g - ; : : : ‘ 0
25.48 25.86 26.25 26.63 27.02 27.40 27.78 28.17 28.55 28.94 20,32

Log del riesgo relativo

Edad gestacional (semanas)

Figura 15. Grafico de burbujas que muestra el andlisis de metarregresion (modelo de efectos aleatorios)
entre la edad gestacional de los pacientes incluidos en el estudio y el riesgo de presentar un DAP con
plaquetas < 100 x 10°/L en los primeros dias de vida. Cada uno de los circulos representa a uno de los
estudios incluidos en el andlisis. El area de los circulos representa el peso relativo de cada estudio.

No se observé sesgo de publicacion ni mediante el analisis visual del grafico de

embudo ni mediante el test de Egger (anexo VII: figura 48).

El rango de numero de dias postnatales en el que los recuentos plaquetarios
fueron evaluados no se correlacion6 con la incidencia de trombocitopenia leve
(coeficiente de correlacién de Spearman, ps= 0.4276, p=0.2499) o moderada (ps=
0.2951, p=0.4366).
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2.3 Recuento plaquetarios < 50 x 10°/L y DAP

Los datos de los nifios cuyos recuentos plaquetarios eran inferiores a 50 x 10°/L

estaban disponibles en

3 cohortes.

El

metaandlisis no detecté asociacion

estadisticamente significativa entre el DAP y los recuentos <50 x 10°/L (figura 16).

Nombre del
estudio
Risk
ratio
Sallmon  1.112
CPS 1.076
Shah 0.732
1.072

Estadistica para cada estudio

Lower Upper
limit Z-Value p-Value

limit

0.758
0.604
0.219
0.787

1.630 0.542
1.918 0.250
2446 -0.507
1459  0.441

0.588
0.803
0.612
0.659

Riesgo relativo y 95% IC

Peso
relativo

64.99
28.48
6.53

0102 051 2 5 10

A favor no- A favor DAP
DAP

Figura 16. Forest plot de los estudios que examinan el efecto de las plaquetas por debajo de 50 x 10°/L en
los primeros dfas sobre el DAP. El riesgo relativo (RR) > de 1 significa incremento del riesgo de DAP.

2.4. Diferencias en el recuento plaquetario medio en RN con y sin DAP.

La media de los recuentos plaquetarios en los nifios que presentaron o no DAP

estaban disponibles en 3 cohortes (figura 17). El valor combinado de la diferencia

estandar de las medias (no DAP menos DAP)

incluyé el valor 0 y, por tanto, no es

estadisticamente significativa (-6.67 x 109, 1C95%: -48.4 - 35.0, p=0.754).
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Nombre Estadistica para cada estudio
del estudio
Std diff Standard Lower Upper Peso
inmeans error Variance limit limit Z-Value p-Value relativo
Fujioka (n=118) -0.196 0202  0.041 0592 0200 -0.970 0.332 30.41
Shah (n=497) 0.321 009  0.009 -0.508 -0.135 -3.375 0.001 38.65
CPS (n=126) 0.379 019%  0.038 -0.005 0762 1.936 0.053 30.94

0.067 0213 0045 -0484 0350 -0.314 0.7%4

<1.00 0.50 0.00 0.50 1.00

Afavor no- A tavor DAP
DAP

Figura 17. Forest plot de los estudios que examinan las diferencias de medias.

2.5. Recuento plaquetarios <150 x 10°/Ly DAP-HS

Los datos del porcentaje de DAP-HS en nifios cuyos recuentos plaquetarios eran

inferiores o superiores a 150 x 10?/L estaban disponibles en 6 cohortes (figura 18).

El metaandlisis no mostré una asociacién estadisticamente significativa entre
DAP-HS y nuUmero de plaquetas por debajo de 150 x 10°/L (RR:1.289 (IC
95%:1.795.0,925, p=0.133).

El 12 ascendi6 a 87.8%, lo que nos muestra una gran heterogenidad estadistica
(p<0.0005). En el andlisis de sensibilidad (Figura 19), excluyendo los estudios uno a uno
se observo que cuando se eliminaba el estudio de Erchtler y cols. el RR alcanzaba el valor
de 1.093 (IC 95%: 0.863-1.383, P=0.460) mientras que el RR ascendia a 1.404 (IC 95%:
0.998-1.977, P: 0.052) si se excluia el trabajo de Bas y cols.
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Nombre del Estadistica para cada estudio Riesgo relativoy 95% Cl
estudio Risk Upper Lower Peso
ratio limit  limit Z-Value p-Value relativo
Echtler (n=123) 4.447 7.666 2580 5.372  0.000 —‘— 13.49
Dizdar (n=361) 1.583 1.997 1.255 3.876  0.000 L 19.23
Sallmon (n=1350) 1.071 1.348 0.850 0.580 0.562 19.26
Dani (n=163) 0.937 1.099 0.799 -0.797 0.426 : 20.24
Bas (n=194) 0.539 1231  0.236 -1.467 0.142 —— 9.16
CPS (n=126) 1.116 1462 0.852 0.797 0425 18.61
TOTAL 1.289 1795 0.925 1501 0.133 g
12: 87.8% 0102 051 2 5 10

P heterogeneidad <0.0005

A favor no-
DAP

A favor DAP

Figura 18. Forest plot de los estudios que examinan el efecto de los recuentos plaquetarios por debajo de
150 x 109/L en los primeros dias sobre el DAP-HS. El riesgo relativo (RR) >1 significa incremento del
riesgo de DAP-HS. Los datos del trabajo de Dani y cols. no se mostraron en el articulo, pero fueron cedidos
por el autor.

Nombre del Estadistica para cada estudio Riesgo relativo (95% Cl) con
estudio estudio eliminado

Lower Upper

Point limit  limit  7-value p-value
Echtler (n=123) 1.0930.863 1.383 0.738 0.460 —
Dizdar (n=361) 1.2290.839 1.798 1.059 0.290 —{
Sallmon (n=13509.3490.878 2.071 1.367 0.172 {1}
Dani (n=163) 1.3960.925 2.108 1.588 0.112 —
Bas (n=194) 1.4040.998 1.977 1.947 0.052 —
CPS (n=126) 1.3340.883 2.016 1.368 0.171 {}
0.5 1 2
A favor A favor
no-DAP DAP HS
HS

Figura 19. Forest plot tras andlisis de sensibilidad, extrayendo uno a uno cada uno de los
estudios.
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En el andlisis de metarregresion no se observd ninguna correlacion
estadisticamente significativa con las variables estudiadas: Edad gestacional, peso al
nacimiento, porcentaje de varones, porcentaje de DAP-HS, numero de pacientes
incluidos, porcentaje de nifios con plaquetas <150 x 10?/L y afio de publicacién (anexo

IV: figuras 37-42).

2.6. Recuento plaquetarios <100 x 10°/L y DAP-HS

5 cohortes ofrecieron datos sobre nifios con DAP-HS y recuentos plaquetarios por

debajo de 100 x 107/L (figura 20).

Nombre del

Estadistica para cada estudio Riesgo relativoy 95% IC
estudio
Risk Lower Upper Peso
ratio limit limit Z-Value p-Value relativo
Dizdar (n=361) 1.695 1239 2320 3.297 0.001 20.77
Sallmon (n=1350) 1.140 0.730 1.782 0.577 0.564 13.90
Dani (n=163) 1170 1.034 1.323 2.486 0.013 35.13
Bas (n=194) 0.539 0.236 1.231 -1.467 0.142 — 5.38
CPS (n=126) 1.364 1.056 1.761 2.379 0.017 @ 24.81
TOTAL 1.254 1.021 1.541 2.161 0.031
12: 56.6% 0.10.2051 2 510
P eterogeneida =0.052
eterogenetad Afavor no- 5 gayor DAP HS
DAP HS

Figura 20. Forest plot para los estudios que examinan el efecto de los recuentos plaquetarios por debajo
de 100 x 10°/L y la presencia de DAP-HS en los primeros dias. El riesgo relativo (RR) >1 significa
incremento del riesgo de DAP-HS. Los datos de Dani y cols. y de Dizdar y cols. no estaban disponibles en
las publicaciones originales pero fueron ofrecidos por los autores.

Como puede observarse en la figura 20, se observé una asociaciéon positiva
estadisticamente significativa entre el DAP HS y los recuentos plaquetarios <100 x

10°/L (RR: 1.254 con IC 95%: 1.021-1.541, p= 0.031).
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En el andlisis de sensibilidad, excluyendo los estudios uno a uno (Figura 21), se
observé que cuando se eliminaba el estudio de Dizdar y cols. el RR se situaba en 1.177,
mientras que si se eliminaba el estudio de Bas cols. el RR ascendia a 1.302 con sus

correspondientes intervalos de confianza que se muestran en la figura 21.

Nombre del Estadistica con estudio eliminado Riesgo relativo (95% IC) con
estudio estudio eliminado

Lower  Upper
Point  limit limit  Z-value p-value .

Dizdar (n=361) 1.1770.979 1.414 1.737 0.082 H F

Sallmon (n=13507.268 0.990 1.624 1.884 0.060 — -

Dani (n=163)  1.2660.929 1.726 1.495 0.135 g

Bas (n=194)  1.3021.100 1.541 3.062 0.002 |1+

CPS (n=126)  1.2020.900 1.605 1.244 0.214 -
0.5 1 2
A favor A favor
no-DAP DAP HS
HS

Figura 21. Forest plot tras analisis extrayendo uno a uno cada uno de los estudios.

El andlisis de metarregresiéon (modelo efectos aleatorios) demostré una
correlaciéon negativa estadisticamente significativa entre el sexo masculino y el
riesgo de presentar DAP-HS con recuentos plaquetarios por debajo 100 x 10%/L (Z=-
1.976, p=0.048. Figura 22). Es decir, aquellos estudios que incluian un menor porcentaje
de varones presentaban mayor riesgo de DAP-HS con plaquetas < 100 x 107/L
(estadistica mas detallada en anexo II). No se observo ninguna otra correlacion
estadisticamente significativa con las otras variables estudiadas mediante
metarregresion (edad gestacional, peso al nacimiento, porcentaje de DAP-HS, nimero de

pacientes incluidos, porcentaje de nifios con plaquetas <100 x 10%/L y afio de
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publicacién). En el apéndice VI se muestran las representaciones graficas de dichas

metarregresiones (anexo VI: fig. 43-47).

0.60 P}

0.46
0.32 | O
0.18 - O

0.04

-0.10
-0.24
-0.38
-0.52

-0.66 O

-0.80 T T T T T T T r T
45.61 46.71 47.81 48.91 50.01 51.11 52.22 53.32 54.42 55.52 56.62

Log del riesgo relativo

Porcentaje de varones

Figura 22. Grafico de burbujas que muestra el analisis de metarregresion (modelo efectos aleatorios)
entre el porcentaje de varones incluidos en el estudio y el riesgo de presentar DAP-HS con recuento de
plaquetas <100 x 10%/L.

Finalmente mediante el test de Egger se comprobd la ausencia de sesgo de
publicacién estadisticamente significativo. En el anexo VII (figura 49) se muestra el

grafico de embudo (grafico de Light y Pillemer) y la estadistica correspondiente.
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2.5. Recuento plaquetario <50 x 10°/Ly DAP HS

Los datos de los nifios cuyos recuentos plaquetarios eran inferiores a 50 x 10°/L
estaban disponibles en 3 cohortes (figura 23). El metaandlisis no pudo detectar
asociacién estadisticamente significativa entre el DAP y los recuentos plaquetarios < 50

x 109/L (RR: 1.123 IC 95%: 0.717-1.757, p= 0.613).

Nombre del Estadistica para cada estudio Riesgo relativo y 95% IC
estudio
Risk Lower Upper Peso
ratio limit limit Z-Value p-Value relativo
Sallmon  1.168 0.562 2428 0415 0.678 37.45
CPS 1173 0.656 2.098 0.538 0.590 59.42

Bas 0.305 0.024 3.841 -0919 0.358
1123 0717 1757 0506 0.613 ‘

%>‘ 3.13

0102 051 2 5 10

Afavor no-  p tayor DAP
DAP

Figura 23. Forest plot para los estudios que examinan el efecto de los recuentos plaquetarios por debajo

de 50 x 109/Ly la presencia de DAP-HS en los primeros dias.
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2.6. Diferencias en el recuento plaquetario medio en RN con o sin DAP-

HS

La media de los recuentos plaquetarios en los nifios que presentaron o no DAP-HS
estaban disponibles en 5 estudios (Figura 24). El valor combinado de la diferencia
estandar de las medias (no DAP-HS menos DAP-HS) incluye el valor 0 y, por tanto, no

es estadisticamente significativo (11.69 x 102, 1C95%:-16.23 - 39.62, p=0.412).

Nombre del Estadistica para cada estudio
estudio
Std diff Standard Lower Upper Peso
inmeans error Variance limit limit ZValue p-Value relativo
Dizdar (n=361)  0.462 0.108 0012 0250 0673 4283 0.000 -‘— 24.59
Dani (n=163) -0.084 0.208 0.043 0491 0323 -0404 0.686 —.— 17.79
Chen (n=77) -0.340 0.231 0.053 0793 0113 -1.469 0.142 —.—— 16.32
Bas (n=1%4) 0.058 0.144 0021 0224 0340 0402 0.687 —.— 2213
CPS (n=126) 0.318 0.187 0.035 -0.048 068 1701 0.089 1 — 19.17
0.117 0.142 0020 -0.162 0.3% 0821 0412 §i>

-1.00 0.50 0.00 0.50 1.00

A favor no- A favor
DAP HS V pAP Hs

Figura 24. Forest plot de los estudios que examinan las diferencias de medias.
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Discusion

Estudios experimentales realizados en ratones han demostrado la importancia
de la presencia de plaquetas normales en ndmero y funcién para el cierre
permanente anatémico del DA (Echtler y cols, 2010). Estos mismos autores han
identificado la trombocitopenia leve al nacimiento como un factor de riesgo para el
fracaso del cierre del DA en prematuros. Aunque los resultados clinicos de Echtler
han sido confirmados por otros autores (Dizdar y cols., 2012; Dani y cols.,, 2013)
también se han publicado otros estudios retrospectivos de cohortes que no
encuentran esta asociacidon entre trombocitopenia y DAP (Fujioka y cols, 2011;
Sallmon y cols., 2012; Shah y cols.,, 2011). Por tanto, la extrapolacién de los hallazgos
de Echtler en su modelo murino al RN humano resulta altamente controvertida. El
objetivo de la presente tesis ha sido intentar ofrecer argumentos adicionales a esta

discusion cientifica.

Inicialmente intentamos analizar si en nuestra poblacién de RNP se cumplia lo
demostrado por Echtler; es decir, que un nivel de plaquetas menor de 150 x 109/L al
nacimiento era un factor de riesgo independiente para presentar un DAP en RNP. La
cohorte analizada por nosotros incluy6 194 prematuros (EG <30 semanas y peso al
nacimiento inferior a 1500 g) ingresados en un unico centro de nivel terciario. En
este grupo de pacientes, no hemos encontrado ninguna asociacién significativa entre
el nadir plaquetario observado en los primeros dos dias de vida y la presencia de
DAP-HS en el tercer dia de vida. Del mismo modo, el recuento plaquetario obtenido
a lo largo de la primera semana de vida no influy6 de manera significativa en la
respuesta al tratamiento del DAP-HS con indometacina o ibuprofeno. Estos datos
nos permiten concluir que, al menos en nuestra poblacién, no existe evidencia de
una asociacion entre los niveles bajos de plaquetas y el DAP del RNP. Como ya
hemos mencionado, nuestros resultados no coinciden con los de Echtler y cols.
(2010), Dizdar y cols. (2012), y Dani y cols. (2013), pero si con los de Fujioka y cols.
(2011), Sallmon y cols. (2012), y Shah y cols. (2011). Debido a estas disparidades,
decidimos combinar todos los resultados publicados hasta la fecha en un

metaanalisis.
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Nuestro metaanalisis combiné 11 estudios de cohortes que incluian 3479 RNP y
muestra que un recuento bajo de plaquetas en los primeros dias de vida aumenta de
una forma modesta, pero estadisticamente significativa, el riesgo de presentar tanto
DAP como DAP-HS. Sin embargo, la baja robustez de la asociacién y el alto nivel de
heterogeneidad estadistica entre los estudios nos lleva a sugerir que el nexo entre

numero de plaquetas y cierre del DAP probablemente carezca de relevancia clinica.

Las diferencias en el disefio del estudio, las caracteristicas de la poblacidn, etc.
pueden llevar a resultados muy diferentes y comprometer los resultados de un
metaanadlisis. Nuestro metaandlisis incluye estudios relativamente homogéneos en
cuanto a disefio y poblacion; al menos en cuanto a edad gestacional y peso al
nacimiento se refiere. A pesar de ello, cuando hemos analizado la relacién entre
trombocitopenia y DAP/DAP-HS, hemos observado una gran heterogeneidad
estadistica. La heterogeneidad estadistica Unicamente cuantifica la variabilidad
entre los resultados de los estudios y puede ser debida a las diferencias reales de
planteamiento y ejecucion entre los estudios incluidos o a otras causas (Higgins y
Thompson, 2002; Bowden y cols., 2011). La metarregresion sirve para investigar si la
heterogeneidad entre los resultados de diferentes estudios esta relacionada con
caracteristicas especificas de dichos estudios (Baker y cols, 2009). Esas
caracteristicas se incluyen en el modelo de metarregresion como covariable y son

discutidas en diversos parrafos de este capitulo.

Las alteraciones en el nimero o la funcién de las plaquetas no parecen ser
ningun obstaculo para el cierre del DA en el RNT. Asi lo demuestra el hecho de que
los RN con trombocitopenia aloinmune, sindrome de Wiskott-Aldrich, o
tromboastenia de Glanzman no presentan una mayor incidencia de DAP (Clyman y
cols,, 2010; Awidi, 1992; Bussel y cols., 2005; Ochs y cols., 2009). Este argumento ha
sido utilizado para cuestionar si el modelo de Echtler de cierre trombdético del DA en
ratones puede ser extrapolado a humanos. Un argumento en defensa del modelo de
Echtler es la semejanza entre el DA murino y el DA del pretérmino humano. Como se

ha comentado en la introduccion, el cierre funcional del DA del RNT produce una



Discusion

compresion de los vasa vasorum con el consiguiente estimulo hipéxico. En el RNP,
al igual que ocurre en el ratdn, el DA tiene paredes mucho mas finas y carece de vasa
vasorum. Por tanto, existiria la posibilidad de que el oxigeno presente en la sangre
que circula por el lumen residual difundiera a la tinica media impidiendo el
estimulo hipéxico que es fundamental para el cierre definitivo del DA (Clyman y
cols,, 2010; Goldbarg y cols., 2003; Kajino y cols., 2002). Siguiendo este razonamiento,
la oclusién del lumen ductal por el trombo plaquetario resultaria relevante
solamente en el RNP, al igual que ocurre en el ratén (Clyman and Chemtob 2010). Sin
embargo, un argumento en contra de esta hipotesis la encontramos en nuestro
estudio de metarregresion, en el que observamos una correlacién positiva entre la
edad gestacional de los nifios y la asociacién entre DAP y trombocitopenia (figura
14). Es decir, aquellas cohortes con una edad gestacional media mayor tendian a

mostrar una mayor asociacién entre DAP y trombocitopenia.

Una de las mayores dificultades para entender la posible asociaciéon entre
trombocitopenia y DAP/DAP-HS es que se trata de correlacionar dos entidades cuya
definicion en el RNP es controvertida. La trombocitopenia neonatal ha sido
clasicamente definida como un recuento inferior a 150 x 109/L. Esta definicién es
valida para neonatos a término ya que mas del 98% presentan recuentos superiores
a esta cifra al nacimiento (Chakravorty y cols., 2012). Sin embargo, no esta claro si
este limite es adecuado para RNP. En un estudio multicéntrico que incluyé 47.291
neonatos el percentil 5 de los recuentos plaquetarios fue 104 x 10°/L (Wiedmeier y
cols.,, 2009). Si usamos la definicién clasica de trombocitopenia la incidencia de esta
endidad en los nifios de muy bajo peso al nacimiento alcanza el 70-80% (Sola-Visner,
2012; Chakravorty y Roberts, 2012). Sin embargo, en la mayor parte de los casos se
trata de trombocitopenias leves o moderadas mientras que la prevalencia de la
trombocitopenia grave (recuento plaquetario < 50 x 10%/L) que se comunica en la
mayoria de las series se mantiene entre el 2 y el 10% (Sola-Visner 2012). Por otra
parte, la trombocitopenia leve, e incluso la moderada, no parecen tener una gran
relevancia clinica (Sola-Visner 2012). En el Unico estudio aleatorizado prospectivo
que abordd este tema, los investigadores encontraron que la transfusién de

plaquetas para tratar la trombocitopenia leve o moderada no alteraba la incidencia
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de DAP ni de otras patologias a corto plazo (Andrew y cols.,, 1993). En la actualidad
diversos grupos se encuentran estudiando de modo prospectivo distintos limites
para la transfusion de plaquetas (Curley y cols, 2014; Nickel y Josephson, 2015;
Sparger y cols.,, 2015) y es de esperar que los resultados de estos estudios nos
proporcionen una informacién relevante sobre los riesgos y consecuencias clinicas

de la trombocitopenia en el RNP.

La definicién de DAP y las posibles implicaciones clinicas de presentar un DAP
en el prematuro también estan sujetos a un intenso debate entre los neonatélogos
(Benitz 2010; Clyman y cols., 2012; Clyman y Chorne, 2007; Laughon y cols.,, 2004). El
temor a las posibles consecuencias del cortocircuito ductal sobre la morbilidad y
mortalidad del prematuro ha derivado en que, durante décadas, el DAP del RNP
haya sido tratado de forma agresiva. La ausencia de una evidencia clara sobre el
beneficio de estas pautas terapéuticas agresivas ha llevado a algunos autores a
plantear pautas conservadoras (esperar y observar) ya que consideran el DAP como
una expresion de la adaptacién circulatoria del prematuro (Benitz 2010; Laughon y
cols, 2004; Schena y cols., 2011). Sin embargo, tampoco existe evidencia cientifica
que, de momento, de soporte a estas aproximaciones conservadoras (Heuchan y
Clyman 2014). Por tanto, la esencia del debate reside en el desafio que supone saber
quién debe recibir tratamiento, si realmente lo necesita, y qué intervencién es la
mas efectiva. Esta incertidumbre ha resultado en diferentes definiciones de lo que
los diversos autores llaman “DAP significativo”; es decir, aquel que causa sintomas y
debe ser tratado (Heuchan y Clyman, 2014; Clyman, 2014; Zonnemberg y cols., 2012).
Esta controversia esta reflejada en nuestro metaanalisis que incluye cohortes en las
que la incidencia de DAP/DAP-HS oscila entre el 23 y el 82% (tabla 15). Estas cifras
son la consecuencia de los diferentes criterios empleados para definir un DAP como
clinica y/o hemodindmicamente significativo (Zonnemberg y cols. 2012; Sehgal y
McNamara, 2012). También el momento de evaluacién del DAP va a influir en su
incidencia. Por ejemplo, en el estudio de Dani y cols. (2013), la evaluacién precoz
(dentro de los primeros dos dias de vida) se acompaiia de la incidencia de DAP mas
alta entre los estudios incluidos en el metaandlisis. A pesar de esta importante

variabilidad de porcentajes de incidencia de DAP/DAP HS, el andlisis de
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metarregresiéon no demostré un impacto significativo de los porcentajes de
DAP/DAP HS de los distintos estudios en los resultados del metaandlisis (anexo III-

VI, figuras 29, 34,39y 47).

Cuando los diversos autores que han analizado la relacién entre
trombocitopenia y DAP han tratado de explicar las diferencias en los resultados han
aludido a diferencias raciales y a distribucién en la ratio nifio: nifia en las distintas
poblaciones (Echtler y cols.,, 2011; Sallmon y cols., 2012). El estudio primigenio de
Echtler incluye pacientes caucasicos y el primer estudio que no confirma sus
hallazgos fue realizado en un grupo de prematuros japoneses (Fujioka y cols., 2011).
Sin embargo, la ausencia de relacion entre trombocitopenia y DAP ha sido
confirmada en otras cohortes de caracteristicas raciales semejantes a la cohorte de
Echtler (Sallmon y cols, 2012). Por su parte, nuestra cohorte incluye
fundamentalmente prematuros de origen canario. La poblacién canaria posee un

trasfondo genético que se estima 70% espafiol, 20% bereber y 10% del Africa

subsahariana (Pinto y cols.,, 1994). En lo que al sexo de los RN se refiere, Echtler y

cols., en su réplica a Fujioka , alegan que una posible justificacién para la diferencia
entre sus resultados es el elevado porcentaje de prematuros de sexo masculino
incluidos en el estudio de Fujioka, cuando el DAP es mas frecuente en ninas (Echtler
y cols,, 2011). En primer lugar habria que destacar que esta informacién de Echtler y
cols. no se encuentra sostenida por la literatura. Si bien es cierto, que el DAP del
RNT ocurre con una frecuencia mayor (2:1) en las nifias (Schneider, 2012), esto no
ha sido demostrado en el RNP. Es un hecho generalmente aceptado que la
morbilidad y la mortalidad neonatal son mayores en los prematuros de sexo
masculino (Drevenstedt y cols. 2008; Di Renzo, 2007) pero esto no ha sido
demostrado de forma concluyente para el DAP. En un reciente, todavia no publicado,
metaanalisis llevado a cabo por el grupo del Dr. Villamor y que incluye mas de
400.000 prematuros no se observan diferencias por el sexo en la incidencia de DAP.
Finalmente, nuestra metarregresion no demuestra una correlacién significativa
entre el porcentaje de varones incluidos en los estudios y la asociacién

DAP /trombocitopenia.
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Aunque nuestro metaandlisis demuestra una asociaciéon estadisticamente
significativa entre trombocitopenia y DAP, dicha asociacién no implica causalidad.
Debe tenerse en cuenta que los dos factores etioldgicos mas importantes de la
trombocitopenia del prematuro, CIR e infeccion perinatal, también pueden afectar al
desarrollo del DA. El CIR es, en la mayor parte de los casos, la consecuencia de una
insuficiencia placentaria que combina hipoxia y déficit nutricional (Fang, 2005). Las
posibles alteraciones que la hipoxia y otros factores adversos durante la vida fetal
pudieran producir en el desarrollo del DA no han sido ain determinados de un
modo claro. Hay estudios que muestran signos de una maduracién histologica
acelerada en el DA de neonatos expuestos a estrés intrauterino crénico (King y cols.,
1980). Por otra parte, hay autores que describen en el DA de prematuros con CIR
cambios histologicos como fragmentacién, coagulacién, necrosis de la ldmina
elastica interna, hemorragias y pérdida de tejido eldstico y muscular en la tinica
media (Ibara y cols, 1994). Estos ductus seriamente dafiados podrian presentar
dificultades para su cierre. En un estudio experimental, utilizando un modelo de
hipoxia crénica prenatal en el embrién de pollo, van der Sterren y cols. observaron
que la hipoxia crénica producia retraso del crecimiento y alteraciones en la funcién
endotelial del DA (Van der Sterren y cols, 2009). Sin embargo, no apreciaron ni
cambios en la respuesta a oxigeno ni alteraciones en el cierre del DA (Van der

Sterren y col, 2009).

En lo que a la infeccién perinatal se refiere, existen numerosos estudios que
han identificado un mayor riesgo de DAP en prematuros con el antecedente de
corioamnionitis (Arayici y cols., 2014; Elimian y cols., 2000; Ecevit y cols.,, 2014;
Erdemir y cols., 2013; Lau y cols., 2005; Ogunyemi y cols., 2003; Perrone y cols.,, 2012;
Miyazaki y cols., 2015). Sin embargo, los trabajos de otros autores no confirman esta
asociaciéon (Ahn y cols, 2012; Lee y cols, 2006; Liu y cols, 2014). Resulta
particularmente interesante que en las series con mayor nimero de pacientes
(Garcia-Mufioz Rodrigo y cols., 2014; Miyazaki y cols,, 2015; Soraisham y cols., 2009),
la corioamnionitis incrementa el riesgo de presentar DAP, pero cuando se corrige
parala EG y el peso al nacimiento, la corioamnionitis tiene un efecto protector sobre

el DAP. Esto sugiere que una parte importante del efecto de la corioamnionitis sobre
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la epidemiologia del DAP pudiera estar en relacién con su papel como agente
etiolégico de prematuridad. Por otra parte, la sepsis neonatal, tanto de inicio precoz
como tardio, ha sido sefialada como un importante factor de riesgo para la presencia
de DAP en el RNP y para la falta de respuesta al tratamiento con inhibidores de la
COX (Vucovich y col, 2014; Stoll y cols, 1996a, b; Van de Bor y cols., 1988). Las
posibles interacciones entre infecciéon/inflamacién y DAP son complejas. Por
ejemplo, los mediadores inflamatarios pueden afectar el desarrollo del DA o tener
efectos vasoactivos directos (Perrone y cols. 2012; Vucovich y cols., 2014). Tambien
los farmacos utilizados en el tratamiento de la sepsis pueden tener efectos ductales
(Vucovich y cols., 2014; Reese y cols., 2010). Por ultimo, la inestabilidad respiratoria,
hemodindmica y metabdlica que acompaiia a las sepsis graves pueden tener una
importante influencia en el proceso de cierre del DA (Vucovich y cols, 2014;

Groeneveld, 2002).

Otra posibilidad que ha sido sugerida para explicar la posible asociacion
entre trombocitopenia y DAP es que un nimero normal de plaquetas sea mas que un
factor directamente relacionado con el cierre del DA, un marcador de estabilidad
clinica de los pacientes (Shah y cols, 2011). Estos prematuros mas estables
clinicamente tendrian menos dificultad para llevar a cabo la transicién circulatoria
postnatal. En esta linea, Rastogi y cols. (2011) demostraron que una caida en el
numero de plaquetas, ain sin alcanzar los limites de trombocitopenia, se asociaba
con un aumento de la mortalidad y morbilidad del prematuro. También hay que
destacar que en el estudio de Shah y cols. los prematuros cuyo nimero de plaquetas
nunca descendié por debajo del dltimo quintil (>230 x 10°/L) presentaron una
incidencia de DAP significativamente menor (Shah y cols.,, 2011). En cualquier caso,
resulta necesario destacar que el estudio de Shah difiere de los otros incluidos en el
metaanalisis ya que todos sus pacientes fueron tratados con indometacina
profilactica y por tanto no evalia, en un sentido estricto, el cierre espontaneo del
DA. En el estudio de Echtler también un nimero no comunicado de prematuros

recibieron indometacina profilactica.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las principales limitaciones tanto de nuestra cohorte como de la mayoria de
las incluidas en el metaanalisis son su relativamente pequefio tamafio muestral y su
caracter retrospectivo. La combinaciéon de resultados mediante metaanalisis nos
permite soslayar, al menos parcialmente, el problema del tamafio muestral. Sin
embargo el caracter retrospectivo de los estudios puede haber influido en los
resultados ya que factores de riesgo importantes pueden no haber sido
adecuadamente identificados (Sedgwick, 2014). Uno de los principales
inconvenientes de la retrospectividad es que los recuentos plaquetarios no fueron
realizados en tiempos fijos e iguales para todos los neonatos sino que dependieron
del criterio clinico. Esto hace que en aquellos pacientes mas inestables se llevaran a
cabo mas recuentos plaquetarios resultando mas facil identificar un episodio
trombocitopénico. También resulta importante destacar que la mayoria de los
estudios limitan el estudio de las plaquetas al nacimiento o, como maximo, los
primeros 3 dias de vida. Sin embargo, la mayoria de los prematuros que desarrollan
trombocitopenia durante la primera semana de vida tienen un recuento normal-
bajo de plaquetas (150-200 x 10°/L) o una trombocitopenia leve al nacimiento
(Murray, 2002). Durante los siguientes dias, el nimero de plaquetas descendera
alcanzando el nadir sobre el 42-52 dia, antes de recuperar los niveles por encima de
150 x 10%/L en torno al 72-102 dia. La relacion entre el momento en que se produce
el nadir plaquetario y el cierre del DA es importante, ya que sélo el 10-15% de los
nifios prematuros <28 semanas cierran su DA entre el 12y el 32 dia de vida (Clyman
2006). De los estudios incluidos en el metaanalisis tan s6lo los de Shah, Brunner y el
nuestro presentaron datos de los recuentos plaquetarios mas alla del 32 dia de vida.
Hay que resaltar que ninguno de estos trabajos encuentra una relacion entre bajo

numero de plaquetas entre los dias 3 y 7 y presencia de DAP/ DAP-HS.

Una limitacion inherente al metaanalisis tradicional es la imposibilidad de
corregir para posibles factores de confusiéon como el peso o la edad gestacional que
pueden influir en la incidencia del DAP/DAP-HS. Como ya hemos referido, la
metarregresiéon permite, en cierta medida, soslayar este problema. Una mejor

alternativa es, sin embargo, el metaanalisis de datos individuales en el cual los datos
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crudos de cada paciente son utilizados para la sintesis (Riley y cols., 2010). El
principal obstaculo para esta técnica es la resistencia de los investigadores a

compartir sus datos (Jaspersy Degraeuwe, 2014).

PERSPECTIVAS FUTURAS

Nuestra pregunta inicial sobre la relacidn entre la trombocitopenia y el DAP ha
quedado solo contestada de un modo parcial tras nuestro estudio. Seria necesario
un estudio prospectivo para obtener una respuesta mas completa y convincente.
Este estudio deberia establecer un protocolo con definicién de tiempos fijos para la
determinacién de los recuentos plaquetarios y criterios claros y prospectivos para
definir el DAP-HS. También los estudios futuros no deberian limitarse a la
cuantificacion de las plaquetas sino que deberian tener también en cuenta los
cambios madurativos en la funcién plaquetaria (Sallmon y cols.,, 2011). Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que las pruebas de funcidn plaquetaria requieren grandes
volimenes de sangre y ademas los estudios in vitro no reflejan siempre de un modo
adecuado el proceso hemostatico in vivo (Haley y cols, 2014). Por otra parte, si
aceptamos la visidn del cierre del DA como un proceso trombotico, una perspectiva
futura de gran interés podria ser analizar la influencia de factores etiopatogénicos
de la trombosis del adulto en el DAP del prematuro. En este momento estamos
estudiando si determinadas variantes genéticas que predisponen a enfermedades

tromboembdlicas (Williams y cols., 2010) afectan a la incidencia de DAP.

También queda por examinar en profundidad el papel de las plaquetas en el
cierre farmacoldgico del DA. En un estudio prospectivo (Boo y cols, 2006) que
incluy6 60 prematuros con peso al nacimiento menor a 1750 gramos se observo una
asociacién entre trombocitopenia leve y ausencia de respuesta a la indometacina.
Recientemente, Ahamed y cols (2015) también ha encontrado una relacién entre
recuentos bajos de plaquetas y fallo de respuesta al tratamiento. Sin embargo, tanto
en nuestra serie como en la de Shah y cols. (2011) no se observé tal asociacion.
Actualmente estamos llevando a cabo un metaanalisis para tratar de obtener una

respuesta a esta pregunta.
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Finalmente una perspectiva experimental que nos gustaria sugerir es el estudio
de la posible influencia de los factores vasoactivos que liberan las plaquetas en la
contractilidad y el cierre del DA. Las plaquetas activadas liberan mediadores como
serotonina, trombina, tromboxano A; o factor activador de plaquetas. De alguna de
ellas, principalmente del tromboxano Az, conocemos sus efectos ductales (Smith,
1998; Agren y cols.,, 2007; Schuurman y Villamor, 2010; van der Sterren y Villamor,
2011). Utilizando el embrién de pollo como modelo, el grupo del Dr. Villamor ha
demostrado que tanto la serotonina (van Zogchel y Villamor, 2014) como la trombina
(Kartal y cols, 2012) son vasoconstrictores especificos del DA. Ademas estos
factores podrian no limitar su efecto al cierre funcional del DA sino que, a través de
sus capacidades promitéticas (Coughlin 2000; Lesurtel y Clavien, 2010) participar en

el cierre anatoémico definitivo.
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Conclusiones

En nuestra muestra formada por 194 prematuros con edad gestacional

inferior a 30 semanas y peso al nacimiento inferior a 1500 g:

1. No se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la
presencia de un ductus arteriosus persistente hemodinadmicamente
significativo al tercer dia de vida y el recuento de plaquetas en los dos

primeros dias de vida.

2. La presencia en los dos primeros dias de vida de una trombocitopenia -
definida como un recuento plaquetario inferior a 150 x 10%/L y clasificada
como leve (100 -150 x 102/L), moderada (50-100 x 10°/L), o grave (<50 x
109/L)- no se asocié de forma estadisticamente significativa con la
presencia de un ductus arteriosus persistente hemodinadmicamente

significativo al tercer dia de vida.

3. La respuesta al tratamiento con indometacina o ibuprofeno no se vio
afectada de forma estadisticamente significativa por la cifra de plaquetas o
por la presencia de trombocitopenia leve, moderada o grave durante los

siete primeros dias de vida.

4. La presencia de un ductus arteriosus hemodinamicamente significativo en
el tercer dia de vida se asoci6 de forma independiente con la edad
gestacional, la presencia de sindrome de distrés respiratorio y la

hipotensioén arterial.
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En un metaanalisis que combiné nuestra muestra con otras once publicadas
en la literatura para conseguir una muestra global de 3479 recién nacidos

prematuros se observo:

1. Que la presencia de una trombocitopenia leve o moderada aumentaba de
forma marginal, pero estadisticamente significativa, el riesgo de presentar

un ductus arteriosus persistente.

2. Que la presencia de una trombocitopenia moderada aumentaba de forma
marginal, pero estadisticamente significativa, el riesgo de presentar un

ductus arteriosus persistente hemodinamicamente significativo

116



Conclusiones
English

In our cohort, which included 194 preterm infants with gestational age below

30 weeks and birth-weight below 1500 g:

1. The presence of hemodynamically significant patent ductus arteriosus
on the third day of life was not significantly associated with the median

platelet count nadir within the first two days of life.

2. The presence of hemodynamically significant patent ductus arteriosus
on the third day of life was not significantly associated with the rate of
thrombocytopenia -defined as platelet count <150 x 10%/L and graded
as mild (100 to <150 x 10°/L), moderate (50 to <100 x 10°/L), or
severe (<50 x 109/L)- within the first 2 days of life.

3. The response of hemodynamically significant patent ductus arteriosus
to treatment with indomethacin or ibuprofen was not significantly

affected by platelet counts within the first seven days of life.

4. The presence of hemodynamically significant patent ductus arteriosus
on the third day of life was independtly associated with gestational age,

arterial hypotension, and respiratory distress syndrome.
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In a meta-analysis, which combined our cohort with 10 previously published

studies and included data from 3.479 preterm infants, it was observed that:

1. The presence of mild or moderate thrombocytopenia was marginally,

but significantly, associated with patent ductus arteriosus.

2. The presence of moderate thrombocytopenia was marginally, but
significantly, associated with hemodynamically significant patent

ductus arteriosus.
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ANEXO I: Escala de Newcastle-Otawa.
QUALITY ASSESSMENT SCALE COHORT STUDIES

Note: A study can be awarded a maximum of one star for each numbered item within the
Selection and Outcome categories. A maximum of two stars can be given for Comparability

Selection

1) Representativeness of the exposed cohort

a) truly representative of the average (describe) in the community @ b)
somewhat representative of the average in the community &

¢) selected group of users eg nurses, volunteers

d) no description of the derivation of the cohort

2) Selection of the non exposed cohort
a) drawn from the same community as the exposed cohort @ b) drawn from a different source
¢) no description of the derivation of the non exposed cohort

3) Ascertainment of exposure

a) secure record (eg surgical records) @ b) structured interview @
c¢) written self report

d) no description

4) Demonstration that outcome of interest was not present at start of study a) yes @
b) no
Comparability

1) Comparability of cohorts on the basis of the design or analysis

a) study controls for (select the most important factor) @

b) study controls for any additional factor @ (This criteria could be modified to indicate
specific control for a second important factor.)

Outcome

1) Assessment of outcome

a) independent blind assessment @ b) record linkage @
c) self report

d) no description

2) Was follow-up long enough for outcomes to occur
a) yes (select an adequate follow up period for outcome of interest) @ b) no

3) Adequacy of follow up of cohorts

a) complete follow up - all subjects accounted for @&

b) subjects lost to follow up unlikely to introduce bias - small number lost->__ % (select
an adequate %) follow up, or description provided of those lost)c) follow uprate < ___ %
(select an adequate %) and no description of those lost d) no statement
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ANEXO II: Estadistica de las metarregresiones.

Mixed effects regression (method of moments)

e:z:::le Sl:?::'d Lower limit Upper limit Z-value p-Value
Slope -0.00024 0.00010 -0.00042 -0.00005 -2.46041 0.01388
Intercept 0.32491 0.07550 017694 047288 430364 0.00002
Tau-squared 0.00473
0 df p-value

Model 6.05362 1.00000 0.01388

Residual 378768 4 00000 0.43550

Total 984131 5.00000 0.07986

IL.1 Estadistica correspondiente a la metarregresiéon mostrada en la Figura 11, que relaciona niimero de
nifios con riesgo de presentar DAP con niimero de plaquetas <150 x 109/L.

EMixed effects regression (method of moments)

Point Standard

astimate ST Lower limit Upper himit Z-value p-Valus
Slope 0.26534 0.10379 0.061:M 0.46877 255643 0.0
Intercept -7.25836 2.93621 -13.001322 -1.50351 -2.47202 001
Tau-squared 0.00000

Q df p-value

Maodel 6.53531 1.00000 001058
Residual 021601 3.00000 0.97496
Total 6.75133 4 00000 014363

I1.2 Estadistica correspondiente a la metarregresiéon mostrada en la Figura 14, que relaciona edad
gestacional con riesgo de presentar DAP con niimero de plaquetas <100 x 10°/L.
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i Mixed effects regression (method of moments)
|
es':::::la St'::cll:'d Lower imit  Upper himit Z-value p-Yalue
Slope 0.00247 0.00098 0.00059 0.00434 258016 0.00988
Intercept -2.40529 1.02966 -4.42338 -0.38719 -2.33600 0.01949
Tau-squared 0.00000
aq df p-value
Model E.65720 1.00000 0.00988
Residual 0.03412 3.00000 0.99253
Total B.75133 4.00000 0.14363

I1.3 Estadistica correspondiente a la metarregresion mostrada en la Figura 18, que relaciona edad
gestacional con riesgo de presentar DAP con nimero de plaquetas <100 x 10°/L.

Mixed effects regression (method of moments)

e::i(:::l = Sl:'l"':?'d Lower limit Upper limit  Z-value p-Value
Slope -0.08419 0.04261 -0.16770 -0.00068 -1.97601 0.04815
Inteicept 4 40525 211438 026112 854939 2 DB346 0.03721
Tau-squared 0.01180
Q df p-value

Model 3.90461 1.00000 004815

Residual 2.97880 3.00000 0.39490

Total 6.88341 4.00000 014218

I1.4. Estadistica correspondiente a la metarregresion mostrada en la Figura 27, que relaciona
porcentaje de varones con riesgo de presentar DAP-HS con nimero de plaquetas <100 x 10°/L.
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Anexo III. Figuras de las metarregresiones que analizan DAP con

plaquetas <150 x 10°/L
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Figura 25. Gréfico de burbujas que muestra el analisis de metarregresién (modelo de efectos aleatorios)
entre el rango de dias de valoracién de los recuentos plaquetarios y el riesgo de presentar un DAP con

plaquetas < 150 x 10°/L en los primeros dias de vida.
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Figura 26. Grafico de burbujas que muestra la relaciéon entre el porcentaje de varones y el riesgo de

presentar DAP con plaquetas < 150 x 10°/L en los primeros dias de vida.
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Figura 27. Grafico de burbujas que analiza la relacion entre la edad gestacional de los pacientes incluidos
en el estudio y el riesgo de presentar un DAP con plaquetas < 150 x 10°/L en los primeros dias de vida.
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Figura 28. Grafico de burbujas que analiza peso al nacimiento de de los pacientes incluidos en el estudio
frente a riesgo de presentar DAP con plaquetas < 150 x 109/L en los primeros dias de vida.
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Figura 29. Grafico de burbujas que analiza porcentaje de pacientes con DAP de los pacientes incluidos en
el estudio y riesgo de presentar DAP con plaquetas < 150 x 10%/L en los primeros dias de vida.
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Figura 30. Grafico de burbujas que analiza porcentaje de nifios con plaquetas < 150 x 10°/L, y el riesgo de
de presentar DAP con plaquetas < 150 x 10%/L en los primeros dias de vida

142



Anexos

Anexo IV. Figuras de las metarregresiones que analizan DAP con

plaquetas <100 x 10°/L
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Figura 31. Grafico de burbujas que analiza el afio de publicacion del articulo con el riesgo de de presentar
DAP con plaquetas < 100 x 10°/L en los primeros dias de vida.
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Figura 32. Grafico de burbujas que analiza el nimero de nifios incluidos en el estudio con el riesgo de de
presentar DAP con plaquetas < 100 x 10%/L en los primeros dias de vida.
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Figura 33. Grafico de burbujas que muestra el analisis de metarregresion entre el porcentaje de varones
y el riesgo de presentar un DAP con plaquetas < 150 x 10%/L en los primeros dias de vida.
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Figura 34. Graficos de burbujas que muestra analisis de metarregresion de la relacion entre el porcentaje
de DAP y el riesgo de presentar DAP con plaquetas < 100 x 109/L en los primeros dias de vida.
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Figura 35. Grafico de burbujas que muestra analisis de metarregresion de la relacién entre el porcentaje
de pacientes con plaquetas < 100 x 10°/L y el riesgo de presentar DAP con plaquetas < 100 x 109/L en los
primeros dias.
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Figura 36. Grafico de burbujas que analiza el rango de dias para la valoracién de los recuentos
plaquetarios y el riesgo de presentar un DAP con plaquetas < 100 x 10%/L en los primeros dias de vida.
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Anexo V. Figuras de las metarregresiones que analizan DAP-HS con

plaquetas <150 x 109/L
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Figura 37. Grafico de burbujas que muestra analisis de metarregresion de la relacién entre el porcentaje
de pacientes con plaquetas < 150 x 10%/L y el riesgo de presentar DAP HS con plaquetas < 150 x 10%/L en
los primeros dias.
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Figura 38. Grafico de burbujas que muestra analisis de metarregresion de la relacion entre la media de
dias de valoracién de los recuentos plaquetarios y el riesgo de presentar y el riesgo de presentar DAP-HS

con plaquetas < 150 x 10%/L en los primeros dias.
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Figura 39. Grafico de burbujas que analiza porcentaje de pacientes con DAP-HS de la muestra y riesgo
de presentar DAP-HS con plaquetas < 150 x 10°/L en los primeros dias de vida.
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Figura 40. Grafico de burbujas que muestra analisis de metarregresién de la relacién entre la media
del peso al nacimiento de la muestra y el riesgo de presentar DAP-HS con plaquetas < 150 x 10°/L en
los primeros dias de vida.
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Figura 41. Graficos de burbujas que muestra analisis de metarregresion de la relaciéon entre la edad
gestacional media de la muestra y el riesgo de presentar DAP-HS con plaquetas < 150 x 10°/L en los
primeros dias de vida
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Figura 42.. Grafico de burbujas que analiza porcentaje de varones incluidos en el estudio y el riesgo de
presentar DAP-HS con plaquetas < 150 x 10°/L en los primeros dias de vida.
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Anexo VI. Figuras de las metarregresiones que analizan DAP- HS con

plaquetas <100 x 10°/L
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Figura 43. Graficos de burbujas que muestra analisis de metarregresion de la relacion entre el peso
medio de la muestra y el riesgo de presentar DAP-HS con plaquetas < 100 x 10°/L en los primeros
dias de vida.
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Figura 44. Grafico de burbujas que analiza el porcentaje de nifios con plaquetas < 100 x 10°/L
frente a riesgo de presentar DAP-HS con plaquetas < 100 x 10°/L en los primeros dias de vida.
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Figura 45. Graficos de burbujas que muestra analisis de metarregresion de la relacién entre la edad
gestacional media de la muestra y el riesgo de presentar DAP HS con plaquetas < 100 x 109/L en los
primeros dias de vida.
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Figura 46. Grafico de burbujas que muestra andlisis de metarregresion de la relacién entre el rango de

dias para la valoracién de los recuentos plaquetarios y el riesgo de presentar DAP-HS con plaquetas < 100
x 109/L en los primeros dias de vida.
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Figura 47. Graficos de burbujas que analiza porcentaje de pacientes con DAP-HS de la muestra y el riesgo
de presentar DAP-HS con plaquetas < 100 x 109/L en los primeros dias de vida.
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ANEXO VILI.
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Figura 48. Grafico de embudo (funnel plot) que muestra la presentacién de los articulos que relacionan
DAP y trombocitopenia en forma de embudo invertido (grafico de Light y Pillemer). Los circulos
representan los articulos. Debajo se representa el estadistico test de Edger.

Egger's regression intercept

Intercept -0.92001
Standard error 1.36880
95% lower limit [2-tailed) 527614
95% upper imit [2-tailed] 343611
t-values 0E7213
df 3.00000
P-walue [1-tailled) 027482
P-walue [2-tailed) 0.543632

152



0.0

0.1

0.2

0.3

Error Estandar

04

0.5

Anexos

—al—

0.0 0.5

Log del riesgo relativo

1.0

1.5

2.0

Figura 49. Grafico de embudo (funnel plot) que muestra la presentacion de los articulos que relacionan
DAP-HS y trombocitopenia en forma de embudo invertido. Los circulos representan los articulos. Debajo
se representa el estadistico test de Edger.
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